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RESUMO 
Indivíduos com lesão medular (LM) crônica apresentam maior carga 
aterosclerótica e pior função diastólica do ventrículo esquerdo do que sujeitos 
fisicamente saudáveis. Estas diferenças são independentes de fatores de risco 
tradicionais, mas parecem ser atenuadas pela realização de atividade física regular. 
Tais evidências apontam para a LM crônica como uma condição singular em seres 
humanos para o estudo de alterações cardiovasculares relacionadas à inatividade 
física. Prejuízos na atividade simpática e ativação do sistema renina-angiotensina 
são relatados em indivíduos com LM e podem, hipoteticamente, estar implicados 
nessa associação. MicroRNAs (miRNAs) são um grupo de pequenas moléculas de 
RNA não codificantes, que têm sido implicados na regulação de diversas doenças 
do sistema cardiovascular, tais como aterosclerose e remodelamento cardíaco, e 
podem servir como biomarcadores. Assim, o estudo de miRNAs em portadores de 
LM pode resultar na descoberta de novos biomarcadores relacionados à 
aterosclerose e à disfunção diastólica do ventrículo esquerdo, assim como pode 
contribuir para o entendimento dos processos fisiopatológicos que levam ao 
aumento do risco cardiovascular associado à inatividade física. Esta tese teve 2 
objetivos principais: 1) investigar a expressão sérica de miRNAs em 40 indivíduos 
portadores de LM [17 sedentários (LM-S) e 23 atletas (LM-A)] e 22 indivíduos 
fisicamente saudáveis e correlacionar a expressão de miRNAs com marcadores de 
risco vascular [espessura íntima-média carotídea (EIM) e LDL oxidada (LDLox)]; e 2) 
comparar a expressão plasmática de renina, angiotensina I (ANGI), angiotensina II 
(ANGII), angiotensina 1-7 (ANG1-7) e noradrenalina em 22 indivíduos com LM e 11 
indivíduos fisicamente saudáveis  e investigar a relação entre os níveis plasmáticos 
destes e características ecocardiográficas em indivíduos com LM. Com referência 
aos dados do primeiro objetivo, observamos que, em comparação com os indivíduos 
fisicamente saudáveis, apenas um miRNA foi diferentemente expresso em LM-A e 
LM-S, enquanto 25 miRNAs foram diferentemente expressos em LM-S, mas não em 
LM-A. Destes 25 miRNAs, 22 mostraram expressão diferente entre LM-S e LM-A. 
Vários miRNAs se correlacionaram com LDLox e EIM. Particularmente, miR-125b-
5p, miR-146a-5p, miR-328-3p, miR-191-5p, miR-103a-3p e miR-30b-5p 
correlacionaram-se com LDLox e EIM, e mostraram expressão distinta entre grupos 
LM-A e LM-S. A análise de enriquecimento de genes demonstrou que miRNAs 
  
relacionados à EIM e LDLox podem estar envolvidos em vias moleculares que 
regulam a função vascular e remodelação. Com referência aos dados do segundo 
objetivo, observamos que indivíduos com LM tinham níveis menores de 
noradrenalina (p=0,003) e maior ANG1-7 (p=0,009), mas níveis semelhantes de 
renina, ANGI e ANGII quando comparados com indivíduos fisicamente saudáveis. 
Os resultados da análise multivariada mostraram que maiores valores de Em, um 
marcador ecocardiográfico de melhor função diastólica do ventrículo esquerdo (VE), 
estavam diretamente associados com ANG1-7 (p=0,05) ou ANG1-7/ANGII 
(p=0,007), enquanto os níveis de noradrenalina foram independentemente 
associados com pior função diastólica do VE, avaliada pela relação E/Em (p=0,028). 
Em conclusão, nossas análises sugerem que as variações na expressão de miRNAs 
circulantes em indivíduos com LM em comparação com indivíduos controles são 
atenuadas pela atividade física regular. Neste contexto vários miRNAs podem estar 
envolvidos no aumento do risco e no remodelamento vascular em indivíduos com 
LM. Além disto, nossos dados também sugerem que a atividade simpática reduzida 
e a expressão de ANG1-7 podem estar envolvidas na disfunção diastólica 
relacionada à LM. 
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ABSTRACT 
 
Individuals with chronic spinal cord injury (SCI) have higher atherosclerotic 
burden and worse left ventricular diastolic function than physically healthy subjects. 
These differences are independent of traditional risk factors but appear to be 
attenuated by regular physical activity. Such evidence points to chronic SCI as a 
unique condition in humans for the study of cardiovascular changes related to 
physical inactivity. Damage to sympathetic activity and activation of the renin-
angiotensin system are reported in individuals with SCI and may, hypothetically, be 
implicated in this association. MicroRNAs (miRNAs) are a group of small molecules 
of non-coding RNA, which have been implicated in the regulation of various 
cardiovascular diseases, such as atherosclerosis and cardiac remodeling, and can 
serve as biomarkers. Thus, the study of miRNAs in SCI individuals may result in the 
discovery of new biomarkers related to atherosclerosis and left ventricular diastolic 
dysfunction, and may contribute to the understanding of pathophysiological 
processes that lead to increased cardiovascular risk associated with physical 
inactivity. This thesis had two main objectives: 1) to investigate the serum expression 
of miRNAs in 40 individuals with SCI [17 sedentary (SCI-S) and 23 athletes (SCI-A)] 
and 22 physically healthy individuals and to correlate miRNA expression with 
vascular risk markers [carotid intima-media thickness (IMT) and oxidized LDL 
(oxLDL); and 2) to compare the plasma expression of renin, angiotensin I (ANGI), 
angiotensin II (ANGII), angiotensin 1-7 (ANG1-7) and noradrenaline in 22 individuals 
with SCI and 11 physically healthy individuals and to investigate the relationship 
between levels of these biomarkers and echocardiographic characteristics in 
individuals with SCI. Regarding the first objective, we observed that, in comparison to 
physically healthy individuals, only one miRNA was differently expressed in SCI-A 
and SCI-S, whereas 25 miRNAs were differently expressed in SCI-S, but not in SCI-
A. Of these 25 miRNAs, 22 showed different expression between SCI-S and SCI-A. 
Several miRNAs correlated with oxLDL and IMT. Notably, miR-125b-5p, miR-146a-
5p, miR-328-3p, miR-191-5p, miR-103a-3p and miR-30b-5p correlated with oxLDL 
and IMT, and showed distinct expression between groups SCI-A and SCI-S. Gene 
enrichment analysis demonstrated that miRNAs related to IMT and oxLDL may be 
involved in molecular pathways that regulate vascular function and remodeling. 
  
Regarding the second objective, we observed that individuals with SCI had lower 
noradrenaline (p=0.003) and higher ANG1-7 (p=0.009) levels, but similar levels of 
renin, ANGI and ANGII when compared with individuals physically healthy. The 
results of the multivariate analysis showed that higher values of Em, an 
echocardiographic marker of better left ventricular (LV) diastolic function, were 
directly associated with ANG1-7 (p=0.05) or ANG1-7/ANGII (p=0.007), whereas 
noradrenaline levels were independently associated with poor LV diastolic function, 
as assessed by the E/Em ratio (p=0.028). In conclusion, our analyses suggest that 
variations in the expression of circulating miRNAs in individuals with SCI as 
compared to physically healthy individuals are attenuated by regular physical activity. 
In this conclusion, several miRNAs may be involved in SCI related increased risk and 
vascular remodeling. In addition, our data also suggest that reduced sympathetic 
activity and ANG1-7 expression may be involved in SCI  related diastolic dysfunction. 
 
 
Keywords: spinal cord injury, atherosclerosis, microRNAs. 
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1. INTRODUÇÃO  
1.1. Lesão Medular  
A lesão da medular espinhal (LM) caracteriza-se pelo dano causado a um 
sistema neural complexo, que é responsável pela transmissão, modificação e 
coordenação das funções motora, sensitiva e autonômica do indivíduo (1). As 
perdas totais ou parciais dessas funções causam no indivíduo, varias anormalidades 
em diversos sistemas e suas funções, tais como digestivo, respiratório, 
gastrointestinal, dentre outros, o sistema cardiovascular (2).  
Nos Estados Unidos da América, há uma estimativa de 54 casos novos 
por milhão de habitantes/ano (3) enquanto que na Austrália, os registros foram de 
12,5 casos novos por milhão de habitantes/ano (4). No Brasil, os índices estatísticos 
relacionados ao trauma raquimedular são desconhecidos e não existem dados 
precisos a respeito de sua incidência e prevalência, porém estima-se que ocorram 
71 novos casos por milhão de habitantes/ano (5). As causas traumáticas da LM são 
as mais comuns, sendo acidente automobilístico a principal causa, seguida por 
violência, quedas, mergulho em águas rasas e participação em esportes 
recreacionais (6). Por este motivo, a maior incidência de lesão ocorre em indivíduos 
do sexo masculino com idade entre 15 e 35 anos.  
O nível e a extensão da lesão são determinados pelo grau de 
comprometimento da medula, sendo a paraplegia a perda da função motora e/ou 
sensitiva nos seguimentos torácico, lombar e sacral da medula espinhal e na 
tetraplegia essa perda é a partir do seguimento cervical. A forma mais utilizada para 
classificar um paciente com LM é através da escala da Associação Americana de 
Lesão Medular (American Spinal Injury Association – ASIA). O nível sensitivo da 
lesão é feito através dos dermátomos, e o nível motor através do exame de força 
muscular. A extensão da lesão é dividida em 5 níveis: ASIA A: lesão completa, ou 
seja, sem preservação das funções motoras e sensoriais abaixo do nível de lesão; 
ASIA B: sem preservação da função motora e com preservação sensorial abaixo do 
nível de lesão; ASIA C: manutenção da função motora abaixo do nível de lesão, 
porém com força muscular menor que grau 3; ASIA D: função motora preservada 
abaixo do nível de lesão, porém com força muscular igual ou maior que 3; e ASIA E: 
funções sensoriais e motoras preservadas abaixo do nível de lesão (7). 
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1.2. Lesão Medular e risco cardiovascular 
Nas últimas décadas, houve uma considerável melhora no suporte clínico 
fornecido aos indivíduos com LM, o que tem promovido uma redução da 
morbimortalidade por doenças respiratórias e infecciosas e um incremento 
substancial da sobrevida desses indivíduos (8). Contudo, como consequência do 
aumento da sobrevida, tem-se observado um aumento das doenças 
cardiovasculares, tais como doença arterial coronária, doença cerebrovascular, 
arritmias e valvopatias, em indivíduos com LM (9). Além disto, a doença arterial 
coronária tende a ocorrer mais precocemente em pacientes lesados (10,11,12), 
indicando que estes indivíduos apresentam aceleração da aterogênese. Em 
concordância com estas observações, aumentos significativos da espessura intíma-
média (EIM) carotídea, que é considerada uma medida de aterosclerose local, 
também já foram descritos em menos de 1 ano após a LM (13), fortalecendo a 
hipótese de que estes indivíduos apresentam aterosclerose acelerada. Estas 
características fazem com que as doenças cardiovasculares já sejam apontadas 
como as principais causas de morte em indivíduos portadores de LM crônica 
(9,11,12).  
Estimativas precisas da prevalência de doenças cardiovasculares em 
pacientes com LM são comprometidas pela dificuldade de determinação de novos 
déficits neurológicos nos membros, assim como pela alta frequência de doença 
arterial coronária assintomática, visto que os pacientes com LM podem não 
manifestar dor precordial em função do comprometimento sensitivo. Apesar desta 
limitação, alguns estudos sugerem que as doenças cardiovasculares assintomáticas 
ocorrem em 30-50% dos pacientes com mais de uma década de LM, enquanto que 
em indivíduos fisicamente saudáveis com idade similar, sua prevalência é estimada 
em torno de 5-10% (9). 
Diversos estudos têm sugerido que indivíduos com LM apresentam perfil 
metabólico mais desfavorável do que indivíduos fisicamente saudáveis. Por 
exemplo, indivíduos com LM apresentam níveis plasmáticos mais elevados de 
triglicérides e glicose, níveis mais baixos de HDL e maior prevalência de obesidade 
(12,15,16). À primeira vista, estas características poderiam justificar a maior 
prevalência e incidência de doenças cardiovasculares nesta população. Contudo, o 
risco cardiovascular elevado associado à LM parece ocorrer independentemente de 
17 
  
fatores de risco tradicionais. Por exemplo, nosso grupo demonstrou que pacientes 
com LM apresentam aumento substancial da EIM carotídea, além de pior função 
diastólica do ventrículo esquerdo (VE), independentemente de fatores de risco 
tradicionais, como idade, índice de massa corpórea, dislipidemias, diabetes mellitus, 
hipertenção arterial, tabagismo e níveis séricos de marcadores inflamatórios (17,18). 
Em concordância com estas observações, Orakzai et al (19) mostraram maior 
escore de cálcio coronário em pacientes com LM quando comparados com 
fisicamente saudáveis, independentemente de fatores de risco tradicionais, 
enquanto Driussi et al (20), ao avaliar indivíduos sem fatores de risco cardiovascular, 
reportaram que indivíduos com LM apresentam pior função diastólica do VE do que 
indivíduos fisicamente saudáveis. Além disto, dados populacionais sugerem que 
indivíduos com LM apresentam maior risco de desenvolver doenças cardíacas ou 
acidente vascular encefálico do que indivíduos fisicamente saudáveis, mesmo 
ajustando as análises por tabagismo, hipertensão, obesidade e diabetes (21).  
 
1.3. Lesão Medular, inatividade física e aterosclerose. 
 Os dados apresentados anteriormente reforçam a ideia de que 
mecanismos alternativos estão envolvidos na aterogênese relacionada à LM. Em 
2008, Jae et al (22) demonstraram que atletas paraplégicos apresentam EIM 
carotídea similar a de indivíduos fisicamente saudáveis. Subsequentemente, nosso 
grupo mostrou que atletas portadores de LM (paraplégicos e tetraplégicos) 
apresentam EIM carotídea similar àquela de sujeitos fisicamente saudáveis, porém 
significativamente menor que a de indivíduos com LM sedentários (23). Estas 
observações apontam para um papel crucial da inatividade física na aterogênese 
relacionada à LM crônica. É importante ressaltar que a aterosclerose associada à 
inatividade física é classicamente explicada por alterações no perfil metabólico e 
inflamatório e pelo desenvolvimento de obesidade e hipertensão arterial. Entretanto, 
a redução da aterosclerose em atletas portadores de LM parece ocorrer 
independentemente de alterações metabólicas, hemodinâmicas e inflamatórias (23), 
indicando que a LM em humanos possa ser uma condição singular de aterosclerose 
induzida por inatividade física. 
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A aterosclerose é uma doença inflamatória crônica, que tem como 
principal característica o crescimento de uma placa na camada intima média, 
levando ao estreitamento e até mesmo obstrução da artéria.  
O endotélio vascular produz varias substâncias antioxidantes e fatores 
inflamatórios e anticoagulantes. Uma vez que ocorre a disfunção endotelial, há um 
desequilíbrio na homeostase vascular, desequilíbrio entre a vasoconstricção e a 
vasodilatação levando ao aumento da expressão de moléculas de adesão, e 
geração de citosinas que levam à infiltração de células inflamatórias na parede 
arterial e consequente desenvolvimento de aterosclerose (24). 
 A lipoproteína de baixa densidade (LDL) exerce um papel relevante na 
aterogênese sendo preferencialmente fagocitada pelos macrófagos infiltrados na 
parede arterial (24). Por outro lado, modificações oxidativas do LDL influenciam o 
desenvolvimento de aterosclerose e podem ser resultantes de ações de diversas 
enzimas, tais como as mieloperoxidases, que são expressas especialmente por 
leucócitos. Estas enzimas podem converter o LDL em LDL-oxidada (LDLox), a qual 
exibe afinidade pelos receptores “scavenger” dos macrófagos, o que resulta na 
formação das células espumosas, que são caracteristicamente encontradas na placa 
aterosclerótica (25). Estudos clínicos prévios mostraram que níveis plasmáticos 
elevados de LDLox se associam com aumento de doença cardiovascular 
aterosclerótica (26) e infarto agudo do miocárdio (27). Estes dados sugerem que a 
LDLox pode ser um marcador útil para avaliação de doença vascular aterosclerótica. 
Neste contexto, demonstramos previamente que indivíduos com LM sedentários 
apresentam níveis maiores de LDLox quando comparados com LM fisicamente 
ativos ou com indivíduos fisicamente saudáveis (28). Neste mesmo estudo, 
observamos que a LDLox se relaciona com a EIM carotídea nos indivíduos com LM. 
Em conjunto, estes dados sugerem que a LDLox pode ser um mediador pelo qual a 
inatividade física pode modular a aterosclerose associada à LM. 
 
1.4. MicroRNAs 
MicroRNAs (miRNAs) são um grupo de pequenas moléculas (22 
nucleotídeos) de RNA não codificantes, evolutivamente conservados, que pareiam 
com sequências do RNA mensageiro (RNAm) de genes-alvo, causando repressão 
da tradução para a síntese proteica (29).  
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A codificação dos miRNAs ocorre em regiões intrônicas associadas a 
seus respectivos genes alvos (30),  pela RNA polimerase II, resultando em um 
miRNA primário chamado pri-miRNA, ao qual contem uma extremidade cap 5’ 7-
metil quanosina e uma calda poli-A na porção 3’ (31, 32). Ainda no núcleo os pri-
miRNA são processados pela RNAse III Drocha e seu cofator DGCR8 (DiGeorge 
syndrome critical region in gene 8) formando uma estrutura em forma de grampo, ou 
seja um precursor de miRNA  chamado pré-miRNA, que tem em torno de 70 a 90 
nucleotídeos, que será exportada para o citoplasma pela proteína exportina-5 (33, 
34). 
No citoplasma os pré-miRNAs são processados, por uma RNAse III Dicer, 
tornando-se um pequeno RNA de cadeia dupla com cerca de 22 nucleotídeos, 
chamado de microRNA, ao qual se liga a uma proteína argonauta 2 como parte do 
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) que irá separar as duas fitas 
de miRNA. Uma das fitas poderá ser degrada, e a outra continuará ligada ao RISC. 
(33, 35). 
A fita de miRNA que está acoplada ao RISC se liga ao RNAm alvo por um 
emparelhamento de bases. Se este emparelhamento acontecer de forma perfeita, ou 
seja, se existir complementaridade entre o miRNA e o RNAm ocorrerá uma 
clivagem. Se este emparelhamento ocorrer de forma imperfeita, ou seja, não existir 
uma completa complementaridade entre o miRNA e o RNAm ocorrerá uma inibição 
da tradução de proteínas no RNA  (33, 35, 36),  
Considerando que um miRNA pode regular vários RNAm, como também 
um único RNAm pode ser regulado por vários miRNAs (37), os RNAm mais 
expressos tendem a ser regulados por mais tipos de miRNAs, e os miRNAs mais 
expressos regulam maior quantidade de genes alvos (30). Segundo o banco de 
dados mirbase.org (38), estima-se que possa haver mais de 2.600 genes de miRNA 
no genoma humano, cujos produtos controlem as atividades de mais de 60% de 
todos os genes que codificam proteínas (39). Neste contexto, os miRNAs têm sido 
implicados no controle de uma vasta gama de funções biológicas, incluindo 
desenvolvimento, diferenciação, metabolismo, crescimento, proliferação e apoptose 
(40, 41).  
Um papel crucial dos miRNAs no sistema cardiovascular tem tido suporte 
na descoberta de que a depleção da enzima de processamento de miRNA, Dicer, 
leva a defeitos na angiogênese, formação de vasos e desenvolvimento cardíaco 
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(42). Os miRNAs também podem agir como reguladores da inflamação, do 
metabolismo lipídico e do estresse oxidativo, que são condições importantes para o 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares (43, 44, 45).  
 
1.5. MicroRNAs circulantes como biomarcadores de doenças cardiovasculares 
Em 2008, Mitchell et al (46) mostraram que os miRNAs também estão 
presentes no plasma. Os miRNAs plasmáticos apresentam grande estabilidade, 
mesmo em condições extremamente adversas, como altas temperaturas, grandes 
variações de pH, longos períodos de armazenamento à temperatura ambiente e 
múltiplos ciclos de congelamento e descongelamento (47). Ao contrário dos miRNAs 
endógenos, os miRNAs sintéticos são rapidamente degradados pelas RNAses 
plasmáticas quando adicionados ao plasma humano, evidenciando um mecanismo 
de proteção ao miRNA endógeno circulante, provavelmente, através de 
microvesículas (exossomos, microparticulas ou corpos apoptóticos) (46,47). Além 
disto, os miRNAs circulantes podem ser mensurados por metodologias relativamente 
simples como Real-Time PCR (Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real- 
RT-PCR) ou microarrays, o que torna estas moléculas facilmente mensuráveis. 
Um dos maiores desafios da pesquisa cardiovascular é a identificação de 
biomarcadores confiáveis que possam ser aferidos rotineiramente em amostras 
facilmente acessíveis, como soro/plasma. Um biomarcador ideal deve preencher 
diversos critérios, tais como acessibilidade por métodos não invasivos, alta 
especificidade e sensibilidade, capacidade de diferenciar patologias e uma longa 
meia-vida na amostra a ser avaliada. Os miRNAs apresentam diversas destas 
características, o que os tornam atraentes moléculas a serem utilizadas como 
biomarcadores, especialmente no contexto de pesquisa cardiovascular (32, 48). De 
fato, estudos recentes têm demonstrado padrões distintos de expressões 
plasmáticas de miRNAs no infarto do miocárdio (49), insuficiência cardíaca (50), 
doença arterial coronária, como a aterosclerose  (37, 51), diabetes mellitus (52) e 
hipertensão arterial (53) em seres humanos. 
Já é sabido que o exercício físico é benéfico em diversas situações e 
atenua diversos fatores de risco cardiovascular, no caso da aterosclerose, atuando 
na melhora do metabolismo lipídico, obesidade, diabetes, redução de marcadores 
inflamatórios (37). Diversos estudos mostram a relação entre exercícios físicos e 
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modulação da expressão de diversos miRNAs, sendo que alguns têm sua expressão 
aumentada em exercícios agudos, como o miR-146a e miR-221, retornando ao nível 
basal após 24h. No exercício crônico também vemos um aumento ou diminuição da 
expressão nos miRNAs, embora o mecanismo desse aumento e diminuição ainda 
não estejam claros. Xu T et al, (54) mostraram aumento na expressão dos miR-
146a, miR-222, miR-21, miR-221, miR-20a após 90 dias de exercício. O tipo a 
duração e a intensidade do exercício influencia o aumento ou diminuição da 
expressão dos miRNAs, e por consequência modulam o perfil da expressão gênica 
em muitas células e tecidos (37). Entretanto, o impacto da LM sobre a expressão 
plasmática de miRNAs em seres humanos assim como o papel da atividade física 
neste processo permanecem desconhecidos. 
 
1.6. Lesão Medular e disfunção diastólica 
A disfunção diastólica do ventrículo esquerdo (VE) corresponde à 
alteração na capacidade desta câmara cardíaca em receber sangue. Esta alteração 
habitualmente envolve modificações no relaxamento e na complacência miocárdica. 
A disfunção diastólica do VE é consistentemente descrita como um preditor 
independente de pior prognóstico cardiovascular (55). Neste contexto, nosso grupo 
demonstrou que indivíduos com LM apresentam, em média, pior função diastólica 
aferida pelo Doppler tecidual em comparação com sujeitos fisicamente saudáveis, o 
que poderia contribuir para explicar o maior risco cardiovascular relacionado à LM 
(56). Neste estudo supracitado, observamos que a pior função diastólica dos 
indivíduos lesados não se correlacionou com idade, tempo de lesão, nível de lesão, 
medida casual da pressão arterial, índice de massa corpórea, parâmetros 
metabólicos e marcadores inflamatórios sistêmicos, também indicando que 
mecanismos alternativos podem estar envolvidos nas alterações diastólicas do VE 
relacionadas à LM. Porém, assim como foi observado com a aterosclerose 
subclínica, a atividade física regular se associou com melhor função diastólica nos 
indivíduos lesados, independente de variações em parâmetros clínicos, 
hemodinâmicos, metabólicos ou inflamatórios (57). Entretanto, pouco se sabe sobre 
os mecanismos que levam à disfunção diastólica associada à LM. 
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1.7. Lesão Medular, sistema nervoso autônomo e sistema renina-angiotensina 
O sistema nervoso autônomo (SNA) é a parte do sistema nervoso que 
não está sob controle consciente. É dividido em sistema nervoso simpático (SNS) e 
parassimpático (SNP) (58). O SNS e o SNP são responsáveis por ajustes do sistema 
cardiovascular, modulando o débito cardíaco, a resistência vascular periférica e a 
pressão arterial sistêmica. Em condições fisiológicas, aumentos da atividade do SNS 
levam a elevações da frequência cardíaca, da força de contração e relaxamento do 
coração e da resistência vascular periférica, provocando aumentos do débito 
cardíaco e da pressão arterial (59). 
A adrenalina e noradrenalina são os principais neurotransmissores 
liberados pelo SNS. Estes neurotransmissores, conhecidos como catecolaminas, 
são liberados durante o exercício físico para compensar o volume de oxigênio, 
controlar o fluxo sanguíneo e a frequência cardíaca. Indivíduos com LM acima de T6 
podem apresentar diminuição das funções do SNS devido à perda da transmissão 
de sinais deste sistema. A quebra na transmissão dos sinais do cérebro para o SNS 
periférico pode levar a uma diminuição nos níveis plasmáticos de catecolaminas com 
consequentes alterações cardiovasculares, tais como, bradicardia, reduções do 
débito cardíaco e hipotenção (58,60). Estas alterações podem variar conforme o 
nível da lesão (61), sendo que quanto maior o nível da lesão, maior será a disfunção 
do SNS (62). Como a atividade simpática é um modulador do relaxamento 
miocárdico (63), é possível hipotetizar que a redução da atividade simpática possa 
contribuir para a redução da função diastólica, particularmente nos indivíduos com 
LM mais alta. Entretanto, esta hipótese ainda não foi testada em humanos. 
As reduções do débito cardíaco e da pressão arterial derivadas do 
comprometimento da atividade simpática nos pacientes com LM podem fazer com 
que a manutenção da pressão arterial seja dependente da ativação de hormônios 
vasoativos, como o sistema renina-angiotensina (SRA) (9,10). De fato, estudos 
prévios sugeriram que indivíduos com LM podem mostrar aumento da expressão 
plasmática de componentes do SRA, como a renina e a angiotensina II (64,65). 
O SRA é formado através de uma cascata de enzimas e peptídeos com 
diversas funções biológicas, onde o inicio se dá pela liberação da renina pelos rins 
em resposta a redução da pressão arterial, diminuição do transporte do cloreto de 
sódio e aumento do tônus simpático. A renina hidrolisa o angiotensinogênio 
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produzindo a angiotensina I (Ang I), que por meio da enzima conversora de 
angiotensina (ECA) se converte em angiotensina II (Ang II) que é um potente 
vasoconstrictor. A Ang II atua em receptores específicos, ou pode dar origem a 
peptídeos menores como a angiotensina 1-7 (Ang 1-7), mediada pela enzima 
conversora de angiotensina II (ECA2) (66, 67). A  ANG II possui dois receptores: o 
tipo 1 (AT1) responsável pela vasoconstrição, efeito pró-inflamatório, proliferação 
celular, síntese e secreção de aldosterona, reabsorção de cálcio e o tipo 2 (AT2), 
que promove a vasodilatação, inibe a proliferação celular e estimula a formação de 
bradicinina e óxido nítrico (66). A Ang 1-7 possui um receptor próprio, o Mas , e 
apresenta efeito vasodilatador e antitrombótico, além de inibir a proliferação celular e 
hipertrofia cardíaca (67). 
Diversas evidências clínicas e experimentais têm sugerido que a ativação 
do SRA pode contribuir para a disfunção diastólica do VE (68). Em contrapartida, o 
aumento na expressão de ANG 1-7 parece se associar com melhor função diastólica 
do VE (69). Entretanto, ainda não foi investigada a relação entre os componentes do 
sistema renina-angiotensina e marcadores de função diastólica em indivíduos com 
LM. 
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2. OBJETIVOS  
1) Investigar a expressão sérica de miRNAs em indivíduos portadores de 
LM (atletas e sedentários) e fisicamente saudáveis e correlacionar estes dados com 
marcadores de risco vascular (EIM carotídea  e LDLox) em indivíduos com LM.  
2) Investigar a associação entre os níveis plasmáticos de noradrenalina e 
componentes do sistema renina angiotensina com características funcionais e 
estruturais do VE em indivíduos com LM crônica e provável comprometimento 
simpático. 
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3. METODOLOGIAS 
Os protocolos metodológicos referentes aos objetivos do estudo estão 
mostrados nas Figuras 1 e 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Protocolo referente ao objetivo 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Protocolo referente ao objetivo 2. 
Grupo 1 – Lesão medular sedentário (n=17) 
Grupo 2 – Lesão medular atleta (n=23) 
Grupo 3 – Controle (n=22) 
 
Extração e análise de miRNAs no soro 
Comparar a expressão 
de miRNAs específicos 
entre os grupos 1, 2 e 3   
Correlacionar a 
expressão de miRNAs 
específicos com EIM 
carotídea e LDL oxidada 
nos indivíduos lesados 
Grupo 1 – Lesão medular acima de T6 (n=22) 
Grupo 2  - Controle (n=11) 
Expressão plasmática de noradrenalina, ANG I, 
ANG II  e ANG 1-7 
Comparar a expressão 
destes biomarcadores 
entre os grupos 1 e 2   
Correlacionar a 
expressão destes 
biomarcadores com 
marcadores 
ecocardiográficos de 
função diastólica nos 
indivíduos lesados 
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3.1. Seleção dos indivíduos  
 Foram incluídos indivíduos portadores de LM sedentários (LM-S), 
encaminhados pelo Laboratório de Biomecânica do Aparelho Locomotor do 
Departamento de Ortopedia – Hospital de Clínicas da UNICAMP e LM atletas (LM-
A), oriundos da Faculdade de Educação Física da UNICAMP. O grupo controle, sem 
LM, é composto por voluntários sedentários fisicamente saudáveis, recrutados entre 
alunos, residentes e funcionários do Hospital de Clínicas da UNICAMP. Todos os 
indivíduos incluídos no estudo foram do sexo masculino, com idade >18 anos e <50 
anos, e assinaram o termo de Consentimento Livre e Esclarecido. No estudo 
referente ao objetivo 1, foram incluídos 40 indivíduos portadores de LM [17 
sedentários (LM-S) e 23 atletas (LM-A)] e 22 indivíduos fisicamente saudáveis, 
enquanto que no estudo referente ao objetivo 2 foram incluídos 22 indivíduos 
portadores de LM (8 LM-S e 14 LM-A) com lesão acima de T6 e 11 indivíduos 
fisicamente saudáveis. Os critérios de exclusão foram: hipertensão arterial, diabetes 
mellitus, dislipidemias, tabagismo atual ou pregresso, atividade física regular, 
doenças cardiovasculares ou pulmonares, câncer, sinais de infecção/inflamação 
aguda ou crônica e uso regular de medicações. Os grupos LM (sedentários e 
atletas) e controle foram pareados de acordo com idade, índice de massa corpórea, 
glicemia e perfil lipídico, mas não pela medida da pressão arterial, cujos valores são 
tipicamente mais baixos nos indivíduos lesados (23). Dentre os indivíduos com LM, 
foram incluídos apenas aqueles com lesões ASIA A e B, ou seja, sem motricidade 
voluntária abaixo da lesão. No estudo referente ao objetivo 1, um paciente com 
lesão ASIA C também foi incluído, mas a motricidade abaixo da lesão era 
virtualmente nula. Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas com parecer n° 719/2005.  
 
3.2. Dados clínicos e laboratoriais 
 A caracterização clínica e laboratorial dos indivíduos foi realizada 
conforme publicações prévias de nosso grupo (17,18). Foram avaliadas as seguintes 
características clínicas: idade, tempo e nível da LM (nos pacientes lesados), peso, 
altura, índice de massa corpórea, superfície corpórea, pressão arterial casual e 
frequência cardíaca. Amostras sanguíneas foram obtidas após jejum de 12 horas 
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para análise de colesterol total e frações, glicose e Proteína C-Reativa na Divisão de 
Patologia Clínica do Hospital de Clínicas da UNICAMP.  
Amostras de soro e plasma também foram coletadas e imediatamente 
congeladas a -80°C, sendo posteriormente utilizadas para se extrair miRNAs e para 
a dosagem, em duplicata, de LDLox, dos componentes do SRA e de noradrenalina. 
As concentrações plasmáticas de LDLox foram avaliadas por meio de kits de ensaio 
de imunoabsorção enzimática comercialmente disponíveis (Mercodia AB, Uppsala, 
Suécia). 
Os componentes do sistema renina angiotensina foram analisados pelo 
Laboratório de Nefrologia da Universidade Federal de São Paulo conforme descrito 
previamente (70). As amostras de plasma foram imediatamente congeladas a -80°C 
após a coleta, juntamente com um coquetel de inibidores da protease, como 
recomendado pelo fabricante (Complete Mini; Roche Diagnostics, Indianápolis, IN). 
A noradrenalina plasmática foi medida por um kit de imunoensaio enzímatico (2-Cat 
ELISA; BA 10-1500; Labor Diagnostika Nord GmbH & Co., Nordhorn, Alemanha). 
Renina plasmática e ANG I, ANG II e ANG 1–7 foram quantificados por 
cromatografia líquida de alta performance de fase reversa, como relatado 
anteriormente (70). 
 
3.3. Avaliação ultrassonográfica das artérias carótidas 
 Foi realizada conforme descrito previamente (18, 71, 72). As artérias 
carótidas foram avaliadas por meio de um aparelho de ecodoppler Vivid 3 Pro da 
General Electric equipado com transdutor vascular linear multifrequência de 7 a 12 
MHz. Os exames foram realizados com os indivíduos em posição sentada. As 
imagens em modo M foram feitas em tempo real e concomitantemente à realização 
de ECG e todas as aferições vasculares foram executadas pelo mesmo investigador. 
As medidas da EIM e do diâmetro vascular foram feitas na artéria carótida comum a 
2 cm proximal da região do bulbo carotídeo.  
 
3.4. Extração de miRNAS 
 Para a extração de miRNA circulantes, foram coletadas amostras de 
sangue total dos indivíduos fisicamente saudáveis e LM em tubos contendo gel 
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separador e ativador de coágulo (BD Vacutainer). As amostras foram então 
centrifugadas a 2200 rpm durante 20 minutos em temperatura ambiente. A fase 
superior do soro foi imediatamente aliquotada em tubos isentos de RNAse, e 
congeladas a -80°C. Para a extração do RNA total incluindo miRNA foi extraído de 
200 ul de soro usando o  Kit miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen) de acordo com as 
instruções do fabricante.  
Conforme mencionado por Li et al (73), devido à presença de RNAses no 
soro, as subunidades 18S e 28S estão ausentes na extração de miRNA de soro. 
Desta forma, a qualidade de miRNA não pode ser aferida através de Nanodrop. Por 
este motivo, a qualidade dos miRNAs extraídos foi mensurada com o Small Chip 
RNA Bioanalyzer. Este chip detecta RNA de até 150 nucleotídeos, incluindo os 
miRNAs que medem entre 10 e 40 nucleotídeos. Desta forma, uma alta proporção 
de miRNA indica menor degradação de miRNA e uma maior qualidade desta 
extração. Nas nossas primeiras extrações, encontramos 70% de qualidade pelo 
Bioanalyzer, o que demonstra uma boa qualidade das amostras, visto que o valor 
considerado adequado é acima de 60% (73).  
 
3.5. Análise de Expressão de miRNAS 
Usamos o sistema TaqMan OpenArrayR Human MicroRNA, baseado em  
qPCR que contém 754 microRNAs em uma plataforma microfluídica. Para a 
transcrição foi feito um mix de reagentes contendo dois pools de primers A e B para 
cada amostra (Life Technologies). A reação de síntese de DNA complementar 
(cDNA) foi realizada utilizando Primers Megaplex RT, A e B, de acordo com o 
fornecedor. A reação contém RNA total e reagentes do Kit de Transcrição Reversa 
TaqMan MicroRNA (Life Technologies). Nós seguimos o protocolo sugerido pelo 
fornecedor. Os painéis de miRNA foram carregados usando o sistema AccuFill, e o 
qPCR foi executado em um QuantStudio 12 K Flex (Applied Biosystems). A análise 
de dados foi realizada usando a versão do software Expression Suite 1.0.4. (Thermo 
Fischer), e os dados foram excluídos das análises com escore de amplificação 
abaixo de 1,24 e valores de limiar de ciclo – threshould cycle (Ct) superiores a 35 
(16). A expressão de miRNA foi normalizado usando normalização global como 
sugerido pelo fabricante. O método comparativo de Ct (ΔΔCt) para quantificar a 
expressão gênica relativa foi utilizado, e a mudança (FC) foi calculada como FC = 2 
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−ΔΔCq, onde Ct é definido como o ciclo de PCR, número em que a fluorescência 
atinge o limiar na parcela de amplificação (74). 
 
3.6. Ecocardiograma 
 Os estudos de ecocardiograma foram realizados por um médico treinado, 
usando um aparelho Vivid 3 Pro (General Electric), como descrito anteriormente (57, 
75). As medidas cardíacas foram avaliadas de acordo com as recomendações da 
American Society of Echocardiography (76). A massa do VE e o padrão geométrico 
do VE foram avaliados pelo índice de massa do VE (massa do VE / ASC) e 
espessura relativa da parede (2* espessura da parede posterior do VE/diâmetro 
diastólico final do VE). As imagens obtidas por Doppler tecidual estimaram as 
velocidades sistólicas de contração (Sm) e diastólica inicial (Em) (57). A função 
diastólica do VE foi estimada pelo pico precoce (onda E)/relação de velocidade atrial 
(onda A) (E/A), Em e E/Em, enquanto a função sistólica do VE foi avaliada pela 
fração de ejeção do VE e Sm.  
 
3.7. Método Estatístico e cálculo da amostra 
No que se refere ao objetivo 1, baseado em estudos anteriores (17, 23, 
28), um tamanho de amostra de 15 indivíduos em cada grupo foi considerado 
adequado para detectar diferenças significativas na EIM da carótida em pacientes 
com LM. Nos estudos de Radom-Aizik, et al (77) uma amostra de 12 indivíduos foi 
considerada suficiente para detectar diferenças significativas na expressão de 
miRNAs. No entanto, conseguimos estender a coleta de dados do nosso estudo, 
para 17 LM-S, 23 LM-A e 22 indivíduos fisicamente saudáveis. No que se refere ao 
estudo 2, utilizamos uma amostra de conveniência. 
As comparações entre os grupos estudados foram feitas por teste t não 
pareado, teste de Mann-Whitney, ANOVA 1-via seguida por teste de Tukey, teste de 
Kruskall-Wallis seguido por teste de Wilcoxon, ou Chi-quadrado, de acordo com o 
tipo de variável. Foram realizadas correlações entre variáveis com distribuição 
normal pelo método de Pearson e entre variáveis com distribuição não normal pelo 
método de Spearman. As diferenças e as correlações foram feitas pelo software 
SPSS e foram consideradas significativas quando p<0,05. 
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4. RESULTADOS 
Os resultados da presente tese estão apresentados nos seguintes artigos:  
1. “Circulating microRNAs, vascular risk and physycal activity in spinal 
Cord injured subjects”. Paim LR, Schreiber R, de Rossi G, Matos-Souza JR, 
Costa E Silva A, Calegari DR, Cheng S, Marques FZ, Sposito AC, Gorla JI, 
Cliquet A, Nadruz W. J Neurotrauma. 2018 Aug 18. doi: 
10.1089/neu.2018.5880. [Epub ahead of print] 
 
2. “Reduced Sympathetic Stimulus and Angiotensin 1-7 Are Related to 
Diastolic Dysfunction in Spinal Cord-Injured Subjects”. Schreiber R, Paim 
LR, de Rossi G, Matos-Souza JR, Costa E Silva AA, Nogueira CD, Azevedo 
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Abstract 
The aim of this study was to compare the expression of serum microRNAs (miRNAs) 
in individuals with spinal cord injury (SCI) [athletes (SCI-A) and sedentary (SCI-S)] 
and able-bodied (AB) individuals, and investigate the relationship of miRNAs with 
carotid intima-media thickness (cIMT) and serum oxidized LDL-cholesterol (oxLDL) 
among SCI subjects. Seventeen SCI-S, 23 SCI-A and 22 AB men were evaluated by 
clinical and laboratory analysis, and had oxLDL and cIMT measured by ELISA and 
ultrasonography, respectively. A total of 754 miRNAs were measured using a 
TaqMan OpenArray Human MicroRNA system. SCI-S had higher cIMT and oxLDL 
than SCI-A and AB. Compared to AB, only one miRNA was differently expressed in 
both SCI-A and SCI-S, while 25 miRNAs were differently expressed in SCI-S, but not 
in SCI-A. Of these 25 miRNAs, 22 showed different expression between SCI-S and 
SCI-A. Several miRNAs correlated with oxLDL and cIMT among all SCI individuals. 
Notably, miR-125b-5p, miR-146a-5p, miR-328-3p, miR-191-5p, miR-103a-3p and 
miR-30b-5p correlated with both oxLDL and cIMT, and showed distinct expression 
between the SCI-A and SCI-S groups. Gene set enrichment analysis demonstrated 
that miRNAs related to cIMT and oxLDL may be involved in molecular pathways 
regulating vascular function and remodeling. In conclusion, this exploratory analysis 
suggests that variations in circulating miRNAs expression in SCI individuals 
compared to AB subjects are markedly attenuated by regular physical activity. 
Several miRNAs may be involved in physical activity-related improvements in 
vascular risk and remodeling among SCI individuals. 
 
Keywords: spinal cord injury; miRNA; exercise; cardiovascular risk; intima-media 
thickness. 
 
Introduction 
Individuals with spinal cord injury (SCI) have higher risk of developing 
cardiovascular diseases than the general population, even after adjusting for major 
cardiovascular risk factors (1). In long-term SCI, mortality from cardiovascular 
disease has been reported to exceed those caused by renal and respiratory 
conditions, the primary causes of mortality in previous decades (2). Compared with 
able-bodied (AB) individuals, SCI subjects exhibit markers of worse vascular risk, 
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including increased carotid intima-media thickness (cIMT) and higher circulating 
levels of oxidized low-density lipoprotein cholesterol (oxLDL), independent of 
traditional cardiovascular risk factors (3,4,5,6,7). Conversely, regular performance of 
physical activity has been associated with reductions in cIMT and oxLDL levels and 
improvements in vascular function among SCI individuals, suggesting that the 
adverse vascular risk in this population is mainly driven by their extreme physical 
inactivity (6,7,8). 
MicroRNAs (miRNAs) constitute a highly conserved class of small non-coding 
RNA molecules that promote post-transcriptional regulation of gene expression, and 
have an important role in both physiological and pathological conditions (9). Studies 
in animal models have suggested that SCI leads to modifications in the expression of 
several miRNAs, supporting the notion that these molecules might play a role in the 
adaptive response to such injury (10,11). In addition, miRNAs have been involved in 
the development of atherogenesis, vascular remodeling, and in the response to 
exercise in AB individuals (12,13,14). However, the expression of miRNAs in humans 
with SCI the impact of physical activity on this regard, and whether miRNAs are 
related to markers of vascular risk in SCI individuals have not been explored yet. The 
present study aimed to compare the expression of circulating miRNAs in AB, 
sedentary SCI (SCI-S) and physically-active SCI (SCI-A) individuals, and to 
investigate the relationship between miRNAs and markers of vascular risk and 
remodeling (i.e., cIMT and oxLDL), among SCI subjects. 
 
Materials and methods 
Study population 
Forty men (23 SCI-A and 17 SCI-S) with 1 year or more of SCI and 22 
apparently healthy AB men were evaluated. SCI-S individuals were enrolled from the 
University of Campinas Hospital outpatient clinic, whereas AB individuals comprised 
volunteers recruited among students and employees of the same university. AB and 
SCI-S subjects stated that they did not perform sports, recreational physical activity, 
or labor that required physical effort. SCI-A individuals were enrolled from the School 
of Physical Education of the State University of Campinas and comprised competing 
athletes who were regularly performing wheelchair sports [rugby (n=13), basketball 
(n=8), jiu-jitsu (n=1) and tennis (n=1) for at least 1 year] for at least 1 year. The SCI-A 
group had been training in average for 11.2±6.4 hours/week for 4.8±2.5 years, and 
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information regarding training burden was provided by their coaches. According to 
the American Spinal Injury Association Impairment Scale, 34 subjects were grade A, 
4 individuals were grade B (2 SCI-A and 2 SCI-S) and 1 SCI-S subject was grade C. 
The subject with grade C was included in the analysis because virtually had no 
voluntary motion below the injury level. Among tetraplegic SCI-S, 6 and 1 participants 
had injury at C4-C5 and C6-C7, respectively, while among paraplegic SCI-S, 6 and 4 
participants had injury at ≤T6 and >T6, respectively. Among tetraplegic SCI-A, 7 and 
6 participants had injury at C4-C5 and C6-C7, respectively, while among paraplegic 
SCI-A, 2 and 8 individuals had injury at ≤T6 and >T6, respectively. Exclusion criteria 
for all 3 groups included diabetes mellitus, systemic hypertension, current or past 
smoking, known coronary artery, cardiac or pulmonary disease, cancer, regular 
medical therapy and clinical evidence of active infection. The study was conducted in 
accordance with the Declaration of Helsinki and the protocol was approved by the 
Human Research Ethics Committee of the University of Campinas. Written informed 
consent was obtained from each patient. 
 
Clinical and laboratory data 
Clinical data included information about the participants’ age and injury 
duration. Body mass index was calculated as body weight divided by height squared. 
Blood pressure measurements were performed using an oscillometric 
sphygmomanometer (Omron HEM-705CP) after 5 minutes of rest in the sitting 
position. Blood samples were obtained in the morning (between 7 AM and 9 AM) 
after 12 hours of fasting for analysis of glucose, lipid fractions and C-reactive protein 
(15,16). Enzyme linked immunosorbent assay kits were used to evaluate the serum 
concentrations of oxLDL (Mercodia AB), as previously reported (6). 
 
Carotid ultrasonography 
Carotid ultrasonography studies were performed by a trained physician on 
each SCI subject in the sitting position using a Vivid 3 Pro apparatus (General 
Electric, WI, USA), as previously reported (4,6). The cIMT was measured in the 
common carotid artery at a region 2 cm proximal to the carotid bifurcation using an 
automatic border recognizer (Vivid 3 Pro IMT software analyzer). Intra-observer cIMT 
variability was <5%. 
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miRNA isolation from serum 
For the extraction of circulating miRNAs, whole blood samples were collected 
in the morning (between 7 AM and 9 AM) from AB and SCI individuals in tubes 
containing separating gel and clot activator (BD Vacutainer) and subjected to 
centrifugation at 2000 rpm for 10 minutes at room temperature. The upper serum 
layer was immediately aliquoted into RNase-free tubes. Serum samples were 
immediately frozen at -80C until RNA extraction. To detect hemolysis in the serum 
samples, we used a spectrophotometer to measure the absorbance of 
oxyhemoglobin at λ 414 nm. Serum samples with A 414 reading >0.2 were 
considered hemolyzed and were excluded. Total RNA, including miRNA, was 
extracted from 200 μl of serum using the miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen) 
following the manufacturer’s protocol. The quality of miRNA was assessed by 
measuring the percentage of miRNAs in the amount of small RNA using a 
Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, CA, USA), as previously reported.17 Higher 
percentages of miRNA in small RNA denote less miRNA degradation and higher 
quality of extracted miRNA. Our extractions yielded good miRNA quality, with 
average proportions in small RNA of 73%, 67% and 70% for AB, SCI-S and SCI-A 
samples, respectively. 
 
Detection and quantification of miRNAs by quantitative real-time PCR 
We used the TaqMan OpenArray® Human MicroRNA system, a qPCR-based 
miRNA array platform that contains 754 microRNAs on a microfluidic platform across 
two sets of primer pools, panel A and B (Life Technologies). The first-strand 
complementary synthesis reaction (cDNA) was performed using Megaplex RT 
Primers, human pool A or B, according to the supplier. The reaction contains total 
RNA and reagents from TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Life 
Technologies). We used the protocol suggested by the supplier: “Optimized protocol 
with low sample input (LSI) for profiling human microRNA using the OpenArray® 
platform”. Preamplification step of 16 cycles followed by 1:20 post-amplification 
dilutions was performed with Megaplex PreAmp Primers, human pool A or B (Life 
Technologies) and TaqMan PreAmp Mastermix (Life Technologies). miRNA panels 
were loaded using the AccuFill System, and qPCR was run in a QuantStudio 12 K 
Flex (Applied Biosystems). Data analysis was performed using the Expression Suite 
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Software version 1.0.4. (Thermo Fischer), and data were excluded from analyses 
with amplification score below 1.24 and cycle threshold (Ct) values higher than 35 
(18). The expression of miRNA was normalized using global normalization method as 
suggested by the manufacturer and previous reports (19). The comparative Ct 
(ΔΔCt) method to quantify relative gene expression was used, and fold change (FC) 
was calculated as FC = 2−ΔΔCq, where Ct is defined as the PCR cycle number at 
which the fluorescence meets the threshold in the amplification plot (20). 
 
Gene set enrichment analysis 
To understand the biological relevance of differential expressed miRNAs, we 
performed functional enrichment analysis. The 22 miRNAs differentially expressed in 
SCI-S vs SCI-A and AB, the miRNAs correlated with oxLDL and/or cIMT in SCI, and 
the miRNAs correlated with both oxLDL and cIMT in SCI (miR-146, miR-191, miR-
103, miR-328 and miR-125b) were uploaded into miRWalk (version 2) (21). To 
strengthen the data, only mRNAs predicted in at least four out of five tools (miRanda, 
miRDB, miRWalk, RNA22, and TargetScan) were considered as possible miRNA 
targets. We used the database Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)  
to determine the enriched pathways (22). Only pathways with more than 10 genes, 
fold enrichment >1.5 and false discovery rate <0.05 were considered. 
 
Statistical Analysis 
Based on former studies (4,8), a sample size of at least 15 individuals within 
each group was considered suitable for detecting significant differences in cIMT, 
while a sample size of at least 12 individuals within each group would be appropriate 
for detecting significant differences in miRNAs expression (23). However, we 
extended data collection to 22, 17 and 23 individuals in the AB, SCI-S and SCI-A 
groups. 
Continuous variables are presented as mean±SD and variables with non-
normal distribution were log-transformed. Differences in clinical, laboratory and cIMT 
variables were assessed by 1-way ANOVA followed by the Tukey test for multiple 
comparison analysis. Χ²  was used to compare categorical variables. Pearson’s 
correlation coefficient was used to determine correlation between variables. P-value 
<0.05 was considered statistically significant. Circulating miRNAs were compared 
among the three groups by a 1-way ANOVA followed by Fisher's least significant 
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difference (LSD) post-hoc test. Differences in miRNAs expression among the studied 
groups were considered if there were a P-value<0.05 and fold change value of at 
least 1.5. Stata software Version 14.1 (Stata Corp LP, College Station, TX, USA) was 
used for statistical analyses. 
 
Results 
Clinical characteristics of participants 
Clinical, laboratory and carotid features of the studied groups are presented in 
Table 1. The SCI groups had similar clinical features as compared to AB, except for 
lower blood pressure. SCI-S also had higher age and C-reactive protein, while SCI-A 
also had lower body mass index compared to AB. Conversely, SCI-S had higher 
oxLDL and cIMT levels than both SCI-A and AB. 
 
Expression of circulating microRNAs 
The analysis of serum expression of 754 miRNAs showed tha 164, 158 and 
143 miRNAs were detected in AB, SCI-S and SCI-A individuals, while 590, 596 and 
611 miRNAs did not reach threshold for detection, respectively. Distinct patterns in 
the expression of miRNAs were also seen in AB, SCI-S and SCI-A individuals. When 
compared to AB, 25 miRNAs were significantly different in SCI-S (23 down-regulated 
and 2 up-regulated), while 6 miRNAs were differently expressed solely in SCI-A (all 
up-regulated). Only one miRNA (miR-25-3p) was differently up-regulated in both SCI-
S and SCI-A (Figure 1 and Supplementary Table 1 and 2). In addition, we found 31 
miRNAs that were differently expressed between SCI-S and SCI-A (Figure 2). This 
included 22 miRNAs that were differentially expressed between SCI-S and AB 
(Figure 2A and Supplementary Table 1) and 9 miRNAs that were not differentially 
expressed between any SCI subgroup and AB (Figure 2B and Supplementary Table 
1). 
 
Associations between microRNAs and markers of vascular risk in SCI patients 
Bivariate correlation analyses were performed to evaluate the relationship of 
circulating miRNAs with oxLDL and cIMT among the whole SCI sample (Table 2). Of 
all miRNAs, miR-125b-5p was positively correlated, while miR-146a-5p, miR-328-3p, 
miR-191-5p, miR-103a-3p and miR-30b-5p were negatively correlated with both 
oxLDL and cIMT. On the other hand, miR-301a-3p, miR-766-3p, miR-28-5p, 
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miR146b-5p, miR-126-5p, miR-145-5p, miR-26a-5p and miR-26b-5p showed an 
inverse correlation solely with cIMT, while miR-125a-5p showed an inverse 
correlation solely with oxLDL. All miRNAs that showed association with markers of 
vascular risk (oxLDL and/or cIMT), except miR-301a-3p and miR-145-5p, had 
different expression in SCI-A as compared to SCI-S (Figures 1 and 2). 
 
Gene set enrichment analysis 
We hypothesized that the 22 miRNAs that were differently expressed in SCI-S 
as compared to both SCI-A and AB groups might have the potential to contribute to 
the pathophysiology of SCI-induced vascular and metabolic risk. These differently 
expressed miRNAs in SCI-S were predicted to regulate numerous pathways related 
to vascular disease and remodeling, metabolic changes and inflammation, amongst 
other pathways (Figure 3). This included the over-representation of pathways related 
to mitogen-activated protein kinase (MAPK), vascular endothelial growth factor 
(VEGF), calcium, insulin, as well as B and T cell signaling, cell adhesion molecules 
and apoptosis. Analogous results were observed when we analyzed the pathways 
potentially regulated by the 15 miRNAs which showed correlation with LDLox and/or 
cIMT among SCI individuals (Supplementary Figure 1) or by the cluster of miRNAs 
that was related to both oxLDL and cIMT among SCI individuals (miR-125b-5p, miR-
146a-5p, miR-328-3p, miR-191-5p, miR-103a-3p and miR-30b-5p) (Supplementary 
Figure 2). 
 
Discussion 
Our study identified for the first time a signature pattern of circulating miRNAs 
among individuals with chronic SCI and suggests that variations in miRNAs 
expression in these individuals compared to AB subjects are markedly attenuated by 
regular physical activity. Notably, a cluster of 22 miRNAs was differently expressed in 
SCI-S as compared to both SCI-A and AB groups. Furthermore, several miRNAs 
correlated with markers of vascular risk (i.e., oxLDL and cIMT) in all studied SCI 
individuals. In particular, miR-125b-5p, miR-146a-5p, miR-328-3p, miR-191-5p, miR-
103a-3p and miR-30b-5p were associated with both oxLDL and cIMT and showed 
distinct expression between the SCI-A and SCI-S groups. Thus, this exploratory 
analysis suggests potential miRNAs that may be involved in physical activity-related 
attenuation of vascular risk and remodeling among SCI individuals. 
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Our study demonstrated that there were marked differences in serum 
expression of miRNAs between the SCI-S and AB groups. Hitherto, comprehensive 
data regarding the impact of SCI on the expression of circulating miRNAs were 
derived solely from SCI models in mice and pigs (10,11). Among the miRNAs 
differentially expressed between our SCI-S and AB groups, none matched with any 
deregulated miRNA from the mice SCI model (10), while miR-125b, miR-127-3p, 
miR-126-3p, miR-130b-3p, miR-130a-3p, miR-142-3p, miR-221-3p, miR-26a-5p, 
miR-301a-3p, mir-30b-5p and miR-744-5p were also deregulated in the porcine SCI 
model (11). These findings may suggest that experimental SCI models in larger 
animals appear to provide data on miRNA expression more similar to those obtained 
in human beings. Conversely, available studies on the expression of circulating 
miRNAs in humans are very scarce and have focused on the analysis of few specific 
miRNAs. Two recent studies reported decreased circulating levels of miR-137 and 
miR-185 in patients with acute SCI (24,25). Interestingly, we did not observe 
significant variations in the expression of miR-137 and miR-185 between AB and 
chronic SCI-S individuals in our analysis, which may suggest that distinct patterns of 
circulating miRNA expression may occur after acute and chronic SCI in humans. 
However, further studies are necessary to confirm this hypothesis. 
Only one miRNA (miR-25-3p) out of the 26 differently expressed between 
SCIS and AB groups was differentially expressed between the SCI-A and AB groups. 
However, of the remaining 25 miRNAs, the expression of 22 was also significantly 
different between the SCI-A and SCI-S groups. These data suggest that regular 
physical activity may be associated with attenuation or even reversal of SCI-induced 
changes in serum miRNAs expression. Although the clinical and pathophysiological 
meaning of these findings still need to be fully understood, our results are in 
accordance with previous evidence showing that physical activity is associated with 
attenuation of several pathophysiological changes induced by chronic SCI. Subjects 
with chronic SCI may develop adverse cardiovascular characteristics, worse 
metabolic features and increased inflammation when compared to AB individuals 
(4,7,26,27,28), but these changes appear to be attenuated by regular physical 
activity (7,8,29,30,31,32). Given that miRNAs play an important role in the regulation 
of several physiological systems (9,12,13), it can be hypothesized that the beneficial 
effects of physical activity on SCI individuals may be mediated by changes in the 
expression of miRNAs. This idea has been supported by previous evidence obtained 
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in AB subjects, among whom miRNAs are suggested to mediate beneficial 
cardiovascular, metabolic and anti-inflammatory effects of physical activity under 
diverse clinical settings (33,34,35). Furthermore, our results of gene set enrichment 
analysis demonstrated that the miRNAs that had different expression in SCI-S as 
compared to both AB and SCI-A individuals may regulate several pathways involved 
in vascular disease and remodeling as well as in the development of metabolic 
alterations and inflammatory response. 
Subjects with chronic SCI may exhibit increased circulating levels of LDLox 
and higher cIMT, while regular performance of physical activity is associated with 
attenuation of these changes (6,8). However, the mediators or mechanisms 
underlying these associations are not well established. In the present study, we 
found that several miRNAs, namely miR-125b-5p, miR-146a-5p, miR-328-3p, miR-
191-5p, miR-103a-3p and miR-30b-5p, miR-301a-3p, miR-766-3p, miR-28-5p, 
miR146b-5p, miR-126-5p, miR-145-5p, miR-26a-5p, miR-26b-5p and miR-125a-5p, 
were associated with LDLox and/or cIMT levels among SCI individuals. In particular, 
higher levels of miR-125b-5p and lower levels of miR-146a-5p, miR-328-3p, miR-
191-5p, miR-103a-3p and miR-30b-5p were seen in SCI-S compared to SCI-A and 
AB individuals, and were significantly related to higher both oxLDL and cIMT among 
all studied SCI individuals. It is noteworthy that down-regulation of miR-146a-5p, 
miR-328-3p, miR-191-5p, miR-103a-3p and miR-30b-5p and up-regulation of miR-
125b have been previously related to atherosclerosis or vascular remodeling in 
experimental settings (36,37,38,39,40,41). Additionally, results of our gene-set 
enrichment analysis demonstrated that these miRNAs may regulate molecular 
pathways involved in multiple aspects of vascular function and structure regulation, 
strengthening the hypothesis that they might play a role in SCI-induced vascular risk 
and remodeling. Therefore, these 6 miRNAs comprise an attractive cluster of 
miRNAs that may be involved in SCI-induced vascular risk and remodeling, and 
therefore may be potential therapeutic targets or biomarkers associated with vascular 
injury in SCI individuals. 
Consistent with former studies (4,6,8), we found that C-reactive protein levels 
were statistically similar among SCI-A and SCI-S individuals and among SCI-A and 
AB individuals, but were higher in the SCI-S compared to the AB group. Conversely, 
differences in C-reactive protein levels have been reported to not explain the higher 
cIMT levels seen in SCI-S as compared to AB and SCI-A (4,8). Based on this body of 
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evidence, C-reactive protein does not seem to play a major role on the interaction 
among physical activity, mRNAs and vascular remodeling in SCI individuals. 
Some aspects regarding the method to normalize the expression of miRNAs in 
our sample deserve further comments. It is widely accepted that a single universal 
reference miRNA does not exist (42). Conversely, the selection of multiple reference 
molecules offers more robust normalization since it minimizes the effect of technical 
failures and reduces a potential risk of fluctuations in its expression through the 
samples (43). In the present study, the expression of miRNAs was normalized using 
the global normalization method, an approach that yields superior results compared 
to other standardization methods (19). However, one limitation of global 
normalization is that this method cannot be used for validation of specific miRNAs. 
Therefore, a set of normalization molecules (miRNAs) should be defined for future 
validation studies. 
We acknowledge that our study has some limitations. First, the cross-sectional 
design limits our ability to infer a causal relationship among physical activity, miRNAs 
and markers of vascular risk in SCI individuals. Second, as this is an exploratory 
study, we made no adjustments for multiple comparisons to avoid type II errors, and 
did not validate the findings by quantitative polymerase chain reaction. Therefore, the 
results should be validated using this latter approach in an independent, larger 
cohort. Third, since we only included male individuals, the present results cannot be 
necessarily applied to female SCI subjects. Fourth, the tissue sources of the miRNAs 
identified in serum cannot be inferred. 
In conclusion, this study reports for the first time a signature pattern of 
circulating miRNAs among individuals with chronic SCI. Our findings suggest that 
variations in miRNA expression in SCI individuals compared to AB subjects are 
markedly attenuated by regular physical activity. Furthermore, we identified potential 
miRNAs that may be involved in SCI-induced vascular risk and remodeling, and 
therefore, may be potential candidates for the development of biomarkers or 
therapeutic targets associated with vascular injury in SCI individuals. 
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Figure Legends 
Figure 1. Expression of miRNAs in sedentary spinal cord-injured individuals 
and spinal cord-injured athletes compared to able-bodied subjects (reference). 
Data are expressed as fold change (log 10). Positive values mean up-regulation and 
negative values mean down regulation. *p<0.05 and †p<0.01 compared to AB. 
Specific values are shown in the Supplementary Table 1. SCI – spinal cord injury. 
 
Figure 2. miRNAs that were differently expressed between spinal cord-injured 
athletes and sedentary spinal-cord injury subjects. A. miRNAs that were also 
differently expressed between SCI-S and able-bodied subjects. B. miRNAs that were 
not differently expressed between SCI-S and able-bodied subjects. Data are 
expressed as fold change (log 10) and expression in SCI-S was considered as the 
reference. Positive values mean up-regulation and negative values mean down 
regulation. *p<0.05 and †p<0.01 compared to SCI-S. Specific values are shown in 
the Supplementary Table 1. SCI – spinal cord injury. 
 
Figure 3. Gene set enrichment analyses of pathways targeted by miRNAs 
differently expressed in sedentary spinal-cord injury (SCI-S) subjects 
compared to both spinal cord injured athletes (SCI-A) and able-bodied (AB) 
subjects. MAPK – mitogen-activated protein kinase; TGF – transforming growth 
factor; VEGF – vascular endothelial growth factor. 
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Table 1. Clinical, laboratory and carotid features of enrolled subjects. 
Variable AB 
(n=22) 
SCI-S 
(n=17) 
SCI-A 
(n=23) 
Age, years 27.7 ± 5.6 34.0 ± 7.7* 30.2 ± 6.0 
Time of injury, years ___ 8.7 ± 4.3 9.6 ± 4.6 
Tetraplegic, n (%) ___ 7 (41) 13 (57) 
Body mass index, kg/m2 25.5 ± 2.8 23.9 ± 4.2 22.1 ± 2.8* 
Systolic blood pressure, mmHg 127 ± 14 106 ± 15* 105 ± 16* 
Diastolic blood pressure, mmHg 80 ± 9 68 ± 9* 67 ± 13* 
Heart rate, b.p.m. 72 ± 8 74 ± 11 67 ± 12 
Glucose, mg/dL 84.2 ± 6.1 84.2 ± 9.5 79.1 ± 4.9 
LDL-cholesterol, mg/dL 105 ± 33 118 ± 36 99 ± 27 
HDL-cholesterol, mg/dL 46 ± 11 41 ± 6 40 ± 8 
Log Triglycerides, mg/dL 4.46 ± 0.48 4.64 ± 0.37 4.46 ± 0.41 
Log C-reactive protein, mg/dL -1.01 ± 0.47 -0.22 ± 0.79* -0.59 ± 0.68 
oxLDL, U/L 38.4 ± 21.6 54.1 ± 16.8*† 37.9 ± 10.8 
cIMT, mm 0.53 ± 0.10 0.69 ± 0.11*† 0.55 ± 0.08 
 
Legend. AB – able-bodied subjects; SCI-S – sedentary spinal cord-injured subjects; 
SCI-A – spinal cord-injured athletes; cIMT – carotid intima-media thickness; HDL – 
high density lipoprotein; LDL – low density lipoprotein; oxLDL – oxidized-LDL;  
* p<0.05 compared to AB. † p<0.05 compared to SCI-S. 
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Table 2. Bivariate correlation coefficients (r) between circulating miRNA levels and 
markers of adverse vascular risk in all enrolled SCI subjects. 
 
miRNA  oxLDL cIMT 
 n r p-value r p-value 
miR-146a-5p 38 -0.463 0.003 - 0.424 0.008 
miR-328-3p 36 -0.564 <0.001 -0.435 0.008 
miR-191-5p 38 - 0.351 0.030 -0.352 0.030 
miR-103a-3p 27 - 0.414 0.032 -0.476 0.012 
miR-125b-5p 33 0.600 <0.001 0.444 0.010 
miR-30b-5p 37 -0.356 0.031 -0.367 0.025 
miR-125a-5p 31 -0.522 0.003 -0.339 0.062 
miR-301a-3p 35 -0.270 0.12 -0.385 0.022 
miR-766-3p 29 -0.079 0.68 -0.513 0.004 
miR-28-5p 35 -0,301 0.08 -0.400 0.017 
miR-146b-5p 37 -0.140 0.41  -0.328 0.047  
miR-126-5p 37 -0.236 0.16  -0.336 0.042  
miR-145-5p 33 -0.052 0.78  -0.361 0.039  
miR-26b-5p 38 -0.241 0.15 -0.439 0.006  
miR-26a-5p 40 -0.249 0.12  -0.324 0.041  
 
Legend. Only miRNAs that showed statistically significant correlations with any 
studied vascular markers (cIMT or oxLDL) are presented. Log-transformed values of 
miRNAs were used in all analyses. n – number of individuals who had circulating 
miRNA levels detected. miRNA – microRNAs; oxLDL – oxidized LDL-cholesterol; 
cIMT – carotid intima-media thickness.  
 
 
 
 
  
 
Figure 1. Expression of miRNAs in sedentary 
able-bodied subjects (reference). Data are expressed as fold change (log 10). Positive values mean up
values mean down regulation. *p<0.05 and †p<
Specific values are shown in the Supplementary Table 1. SCI 
spinal cord-injured individuals and spinal cord
0.01 compared to AB.  
– spinal cord injury.
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Figure 2. miRNAs that were differently expressed between spinal cord-injured 
athletes and sedentary spinal-cord injury subjects. A. miRNAs that were also 
differently expressed between SCI-S and able-bodied subjects. B. miRNAs that were 
not differently expressed between SCI-S and able-bodied subjects. Data are 
expressed as fold change (log 10) and expression in SCI-S was considered as the 
reference. Positive values mean up-regulation and negative values mean down 
regulation. *p<0.05 and †p<0.01 compared to SCI-S. Specific values are shown in 
the Supplementary Table 1. SCI – spinal cord injury. 
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Figure 3. Gene set enrichment analyses of pathways targeted by miRNAs 
differently expressed in sedentary spinal-cord injury (SCI-S) subjects 
compared to both spinal cord injured athletes (SCI-A) and able-bodied (AB) 
subjects. MAPK – mitogen-activated protein kinase; TGF – transforming growth 
factor; VEGF – vascular endothelial growth factor. 
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 
 
Supplementary Table 1.  Circulating microRNAs differentially expressed among the studied groups. 
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Supplementary Table 2.  Cycle threshold (Ct) of miRNAs in the studied groups. 
 
  Healthy control SCI-A  SCI-S 
  Mean Ct Mean Ct Mean Ct 
miR-125b-5p 25.1 24.6 24.1 
miR-597-5p 26.2 25.9 25.9 
miR-127-3p 24.7 24.6 26.6 
miR-221-3p 21.3 21.3 23.2 
miR-142-3p 23.5 23.1 24.9 
miR-146a-5p 21.7 21.6 23.8 
miR-191-5p 20.3 20.1 22.4 
miR-15b-5p 24.5 24.1 25.4 
miR-103a-3p 24.3 23.5 25.4 
miR-130b-3p 25.4 25.1 26.9 
miR-146b-5p 25.4 25.2 26.7 
miR-125a-5p 28.4 28.1 30.4 
miR-409-3p 22.5 24.6 22.8 
miR-744-5p 25.8 25.5 27.1 
miR-148b-3p 26.9 26.8 28.6 
miR-374-5p 25.8 25.6 27.1 
miR-328-3p 21.0 20.7 22.5 
miR-30b-5p 21.1 20.7 22.5 
miR-140-5p 27.6 27.2 29.3 
miR-126-3p 22.6 22.5 24.4 
miR-26a-5p 23.2 23.1 25.1 
miR30e-3p 25.5 25.4 27.0 
miR-130a-3p 24.1 24.1 25.3 
miR-766-3p 24.3 24.1 25.4 
miR-301a-3p 25.9 26.2 27.6 
miR-19a-3p 26.2 24.6 26.8 
miR-195-5p 27.8 26.0 28.0 
miR-26b-5p 24.7 23.7 25.3 
miR-451a 19.9 18.5 19.8 
miR-21-5p 22.9 21.8 23.1 
miR-296-5p 24.7 23.8 24.9 
miR-25-3p 23.3 21.9 22.8 
let7c-5p 29.6 29.7 29.4 
miR-17-5p 19.9 19.4 20.8 
miR-126-5p* 25.7 24.4 26.1 
miR-20b-5p 26.1 25.4 27.0 
miR-19b-3p 19.9 19.3 21.0 
miR-28-5p 25.3 24.8 26.6 
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Abstract 
Chronic spinal cord injury (SCI) is often associated with reductions in left 
ventricular (LV) diastolic function. Impairments in sympathetic activity and activation 
of the renin-angiotensin system are reported in SCI individuals and may 
hypothetically be implicated in this association. Hence, the present study verified the 
relationship between these two neuro-hormonal and cardiac functional and structural 
characteristics in SCI individuals. Twenty-two men with SCI (injury level above T6 
and no voluntary motion below the injury) and 11 able-bodied men were evaluated by 
clinical, hemodynamic, laboratory, and echocardiographic analysis and had plasmatic 
renin, angiotensin I (ANGI), angiotensin II (ANGII), angiotensin 1–7 (ANG1–7), and 
noradrenaline levels measured. SCI subjects had lower noradrenaline ( p = 0.003) 
and higher ANG1–7 ( p = 0.009), but similar renin, ANGI, and ANGII levels when 
compared with able-bodied individuals. In SCI individuals, results of multivariable 
analysis showed that higher Em, a marker of better LV diastolic function, was directly 
associated with ANG1–7 ( p = 0.05) or ANG1–7/ANGII ratio ( p = 0.007), whereas 
lower noradrenaline levels were independently associated with worse LV diastolic 
function, as assessed by E/Em ratio ( p = 0.028). In conclusion, these results suggest 
that reduced sympathetic activity and expression of ANG1–7 may be involved in SCI-
related diastolic dysfunction. 
 
Introduction 
Epidemiological studies have shown that reduction in left ventricular (LV) 
diastolic function is associated with elevated risk of cardiovascular events (1). 
Individuals with chronic spinal cord injury (SCI) are reported to have impaired LV 
diastolic function and higher risk of cardiovascular events as compared with able-
bodied individuals.(2–5). Previous studies suggested that physical inactivity and 
differences in the activity of promatrix metalloproteinase-2 (pro-MMP-2) may favor LV 
diastolic dysfunction (LVDD) in SCI individuals. (6,7). So far, however, the entire set 
of mechanisms that may justify such an attenuation of LV diastolic function remain 
uncertain. SCI Individuals with injury level above T6 usually show impaired 
sympathetic activity.(8). Given that sympathetic activity is a physiological regulator of 
myocardial lusitropic function, (9) it can be hypothesized that the abnormally low 
sympathetic outflow may contribute to the reduced LV diastolic function observed in 
SCI individuals with rostral injury. Previous studies have also suggested that SCI 
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individuals may exhibit increased expression of components of the rennin-
angiotensin system (RAS), such as renin and angiotensin II (ANGII). (10,11). Notably, 
RAS activation has been related to LVDD in ablebodied populations (12), but this 
association has not been investigated in SCI individuals. Conversely, it remains 
uncertain whether angiotensin 1–7 (ANG1–7), a peptide derived from the cleavage of 
ANGII with opposite cardiovascular effects to ANGII, (13) exerts some role on 
SCIrelated LVDD. The aim of this study was to investigate the existence of an 
association between plasma levels of noradrenaline and components of RAS with 
functional and structural LV characteristics in individuals with chronic SCI and likely 
sympathetic impairment. 
 
Methods 
Subjects 
Men with at least 1 year of SCI (n = 22) or who were able-bodied (n = 11) 
were enrolled. SCI subjects were consecutively selected from institutes of the 
University of Campinas (Campinas, Brazil), as previously reported. (6,7) Among SCI 
individuals, (8) were sedentary (did not perform sports, labor that required physical 
effort, or recreational physical activity) and were enrolled from the outpatient clinic of 
the university hospital, and 14 were enrolled from the School of Physical Education of 
the university and were regularly performing adapted sports. Physically active 
individuals comprised competing athletes that were regularly performing adapted 
sports (rugby [n = 11], basketball [n = 1], tennis [n = 1], and jiu-jitsu [n = 1]) for at 
least 1 year. All athletes had been training in average for 7.6 – 1.3 h/week for 3.2 – 
1.4 years. Ablebodied sedentary volunteers were employees or students of the 
University of Campinas. Exclusion criteria were diabetes mellitus, systemic 
hypertension, current or past smoking, manifested coronary artery disease, cardiac 
or pulmonary disease, cancer, medical therapy, and clinical evidence of active 
infection. All SCI subjects had injury above T6 (16 had cervical injury and 6 had injury 
at T1–T5) and no voluntary motion below the injury level (21 subjects were grade A 
and 1 subject was grade B according to the American Spinal Injury Association 
Impairment Scale). Written informed consent was obtained from each participant, 
and the study protocol conforms to the ethical guidelines of the 1975 Declaration of 
Helsinki. This study was approved by the Human Research Ethics Committee of the 
University of Campinas. 
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Clinical, laboratory, and hemodynamic data 
Clinical data were systematically obtained from all participants. Body mass 
index (BMI) was calculated as body weight divided by height squared. Blood samples 
for laboratory analysis were obtained after 12 h of fasting. Glucose, lipid fractions, 
and C-reactive protein were measured using standard methods,14 whereas pro-
MMP2 was measured using gelatin zymography.(7,15). Blood pressure (BP) and 
heart rate were measured using a validated digital oscillometric device with the 
subjects in the sitting position (Omron HEM-705CP; Omron Corp., Kyoto, Japan). For 
BP measurements, two readings were averaged, and if they differed by more than 
5mm Hg, one additional measurement was performed and then averaged. Stroke 
volume was generated from Doppler interrogation of transaortic flow at the aortic 
annular level and aortic crosssectional area using a Vivid 3 Pro apparatus (General 
Electric, Milwaukee, WI) equipped with a 2.5-MHz transducer, with the studied 
subjects in the sitting position.(16). Cardiac output was calculated as stroke volume · 
heart rate, whereas peripheral vascular resistance was obtained by the formula: 
mean blood pressure / cardiac output. These measures were indexed by body 
surface area (BSA) and are presented as cardiac index and peripheral vascular 
resistance index . 
 
Echocardiography studies 
Echocardiography studies were performed by a skilled certified physician 
in the sitting position using a Vivid 3 Pro apparatus (General Electric), as previously 
described.(6,17). Cardiac dimensions were assessed according to the 
recommendations of the American Society of Echocardiography.(18) LV mass and 
LV geometric pattern were evaluated by LV mass index (LV mass/BSA) and relative 
wall thickness (2 * posterior wall thickness/ LV end-diastolic diameter). Tissue 
Doppler imaging estimated peak spectral longitudinal contraction (Sm) and initial 
(Em) diastolic velocities.(6) LV diastolic function was estimated by peak early (E-
wave)/atrial (A-wave) velocity ratio (E/A), Em, and E/Em ratio, whereas LV systolic 
function was assessed by LV ejection fraction and Sm values. Intraobserver LV mass, 
E/Em ratio, and Em variabilities were <6%, <6%, and <7%, respectively. 
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Measurements of the components of renin-angiotensin system and 
noradrenaline in plasma 
Plasma samples were immediately frozen to -80ºC after collection, along 
with a cocktail of protease inhibitors, as recommended by the manufacturer 
(Complete Mini; Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Plasma noradrenaline was 
measured by an enzyme immunoassay kit (2-Cat ELISA; BA 10-1500; Labor 
Diagnostika Nord GmbH & Co., Nordhorn, Germany). Plasma renin and angiotensin I 
(ANGI), ANGII, and ANG1–7 were quantified by reversed-phase high-performance 
liquid chromatography, as previously reported.(19,20). 
 
Statistical analysis 
Results were analyzed using Stata software (Version 13.1; StataCorp LP, 
College Station, TX). Continuous normal and non-normal variables are presented as 
mean – standard deviation and median (25th–75th percentile). Differences in 
continuous variables with normal and non-normal distribution and categorical 
variables were evaluated by unpaired t-test, Wilcoxon’s test, and chi-square test, 
respectively. Assessment of bivariate correlations between variables among SCI 
subjects was examined using Pearson’s correlation coefficient for normally 
distributed data and Spearman’s rank correlation coefficient when non-normally 
distributed variables were included. Multivariable linear regression analysis was used 
to evaluate the independent predictors of echocardiographic parameters that 
correlated with RAS components or noradrenaline. Variables that exhibited 
significant correlation with echocardiographic parameters at bivariate analysis were 
included as independent variables in regression analyses modeling. Physical activity, 
which has been previously related to LVDD in SCI individuals, (6) was included in all 
multivariable modeling. A p value <0.05 was considered significant. 
 
Results 
Clinical and hemodynamic features of enrolled subjects are presented in 
Table 1. Able-bodied and SCI subjects had similar characteristics, except for lower 
average BMI, BSA, high-density lipoprotein (HDL) cholesterol, pro-MMP2, and BP 
levels in SCI subjects as compared to able-bodied ones. SCI individuals had lower 
noradrenaline and higher ANG1–7 levels than able-bodied subjects. By contrast, 
renin activity, ANGI, and ANGII levels were similar between the studied groups, 
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whereas there was a trend toward higher ANG1–7/ANGII ratio in SCI individuals ( p = 
0.12; Table 2). In addition, no differences were found in plasma levels of 
noradrenaline or of components of the RAS between sedentary and physically active 
SCI subjects (Supplementary Table 1) (see online supplementary material at 
http://www.liebertpub.com). 
Echocardiographic characteristics of studied individuals are shown in 
Table 3. SCI subjects had lower LV chamber diameter, LV mass, and relative wall 
thickness than able-bodied subjects. Regarding cardiac functional parameters, SCI 
individuals had lower Em and higher E/Em, reflecting worse LV diastolic function, 
than able-bodied individuals (Table 3). By contrast, no significant differences in 
echocardiographic markers of cardiac structure and function were noted between 
sedentary and physically active SCI subjects (Supplementary Table 1) (see online 
supplementary material at http://www.liebertpub.com). 
Bivariate correlation analysis including all SCI subjects (n = 22) showed 
that lower ANG1–7, ANG1–7/ANGII ratio, and noradrenaline levels were related to 
markers of LVDD (Fig. 1). Notably, ANG1–7 correlated with Em (r = 0.56; p = 0.006) 
and E/Em ratio (r=-0.47; p = 0.027), ANG1–7/ANGII ratio correlated with Em (r = 
0.66; p < 0.001), and noradrenaline inversely correlated with E/Em ratio (r=-0.51; p = 
0.015). No other echocardiographic variable showed significant correlation with 
noradrenaline or RAS components. There was no significant correlation between 
hemodynamic variables and noradrenaline or RAS components in injured subjects, 
except for a direct relationship between systolic BP and noradrenaline (r = 0.53; p = 
0.010). Further, Em and E/Em ratio showed no significant correlation with any 
studied clinical or hemodynamic variable among SCI individuals, except for pro-
MMP2 (r=-0.48, p = 0.024 for Em; r = 0.44, p = 0.040 for E/Em). 
In multi-variable analysis including noradrenaline, pro-MMP2, and physical 
activity as covariates, ANG1–7 showed a marginal association with Em, whereas 
ANG1–7/ANGII ratio was associated with Em when replacing ANG1–7 by ANG1–
7/ANGII ratio in the model (Table 4). By contrast, noradrenaline was not 
independently associated with Em. When considering E/Em as the dependent 
variable, noradrenaline showed an inverse association with this echocardiographic 
variable in models that included ANG1–7, pro-MMP2, and physical activity or ANG1–
7/ANGII ratio, pro-MMP2, and physical activity as independent variables. Conversely, 
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neither ANG1–7 nor ANG1-7/ANGII ratio showed an independent association with 
E/Em (Table 4). 
 
Discussion 
In the present study, we evaluated cardiovascular characteristics and 
plasma expression of RAS components and noradrenaline in a sample of SCI men 
with likely impairment of sympathetic function. Our major findings are: 1) SCI subjects 
had higher ANG1–7 along with lower noradrenaline levels and similar renin activity, 
ANGI, and ANGII levels when compared to able-bodied subjects and 2) higher 
ANG1–7 and ANG1–7/ANGII ratio were related to higher Em, a marker of better LV 
relaxation, (21) whereas higher noradrenaline levels were related to lower E/Em, a 
marker of lower LV filling pressure,(21) among SCI individuals. Altogether, these 
results suggest that reduced sympathetic outflow and expression of ANG1–7 may be 
involved in SCI-related LVDD. 
Although LVDD has been often reported in SCI subjects,(3,5) the potential 
reasons for such an association are not fully understood. The present report provided 
novel elements to be included in this regard. The association between higher ANG1–
7 and better LV diastolic function in SCI individuals is in agreement with data 
reported in diabetic subjects, showing a relationship between lower ANG1–7 levels 
and LVDD.(22) Further, our finding appears to reproduce experimental data 
suggesting a beneficial role of ANG1–7 in SCI-related LVDD.(23) ANG1–7 is a 
peptide derived from the cleavage of ANGII by several peptidases, including 
angiotensinconverting enzyme-2 (ACE2), and is assumed to counteract the 
cardiovascular effects of ANGII, such as LV remodeling and LVDD, through the 
activation of the Mas receptor.(13) The concept of a detrimental LV effect of 
unbalanced ANG1–7 and ANGII levels in SCI individuals is further supported by our 
observations; that is, the stronger association of Em with ANG1–7/ANGII ratio rather 
than with ANG1-7 alone. In the present analysis, we enrolled SCI subjects with 
severe injury above T6 and therefore probable reduced sympathetic activity. (8) The 
presence of sympathetic impairment in our SCI individuals was further supported by 
their markedly lower plasma noradrenaline levels as compared to able-bodied 
individuals. More important, we observed among SCI individuals that lower 
noradrenaline levels were associated higher E/Em ratio, which is a marker of higher 
LV filling pressure and a surrogate of LVDD. To the best of our knowledge, this is the 
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first indication of a potential role for reduced sympathetic outflow in SCI-related 
LVDD. Several mechanisms may potentially explain this association. Catecholamines, 
such as noradrenaline, activate the b-adrenergic/protein kinase A signaling pathway, 
which phosphorylates several regulatory proteins, including calcium-regulating, 
metabolic, and sarcomeric proteins, ultimately accelerating myocardial relaxation. (9) 
The abnormally low sympathetic activity in SCI individuals with injury above T6 could 
therefore provide insufficient stimulus for adequate LV relaxation. It can be also 
argued that the impaired diastolic function in SCI individuals was influenced by 
reduced cardiac filling attributed to chronic vasomotor paralysis resulting from 
impaired adrenergic activation.(24) However, this assumption seems less probable 
because noradrenaline levels and E/Em ratio did not correlate with indirect markers 
of volemic status, such as cardiac index and LV end-diastolic diameter, in our SCI 
sample. 
Individuals with rostral SCI usually show impaired ability to regulate and 
maintain BP attributed to impaired sympathetic activity. (8) Consistent with this notion, 
we observed significantly lower BP levels in SCI as compared to able-bodied 
individuals and a direct relationship between BP and noradrenaline among SCI 
individuals. Previous reports have suggested that in SCI subjects with critically low 
BP levels, BP maintenance may be more dependent on activation of vasoconstrictor 
hormonal regulatory systems, including the RAS axis.(8) However, in our sample, 
average plasma renin, ANGI, and ANGII levels did not differ between SCI and able-
bodied individuals. Even though some studies have reported elevated levels of renin 
and ANGII in SCI subjects as compared to able-bodied individuals,(10,11) our 
findings are in agreement with data reported from other groups (25,26) and appear to 
suggest that BP values in our sample of SCI subjects were still at a physiological 
range. In contrast, ANG1–7, a peptide with putative vasodilatory effects,(13) was 
significantly higher in SCI individuals in comparison to able-bodied ones. The 
mechanism behind this finding is not apparent in our data, but previous results 
obtained in experimental models showed that blockade of sympathetic stimulus or 
reduction in sympathetic outflow may lead to upregulation of the ACE2/ANG1–7 
system, (27,28) raising the assumption that the abnormally low sympathetic outflow 
in SCI individuals may play a role in the increased expression of ANG1–7. Even 
though a significant correlation was not observed between ANG1–7 and 
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noradrenaline levels in our SCI sample, the statistical power of this analysis does not 
allow refuting this hypothesis.  
In our study, average values of BMI were higher in able-bodied subjects 
(26.1 kg/m2) as compared to SCI individuals (22.7 kg/m2). Although overweight is 
defined as BMI values ‡25 kg/m2 in the general population, lower thresholds (BMI 
‡22 kg/m2) have been suggested in SCI individuals,29 supporting the notion that our 
studied SCI and able-bodied samples were matched at the overweight range. 
Epidemiological data have consistently demonstrated that overweight per se is an 
independent determinant of worse LV diastolic function in the general population.30 
In our analysis, BMI did not significantly correlate with markers of LV diastolic 
function among SCI individuals. However, given that our protocol did not include 
alternative measures of body and visceral fat depots, (31,32) it cannot be discarded 
that increased adiposity might have influenced the markers of LV diastolic function in 
our SCI sample. 
The current analysis showed that E/Emvalues were higher in SCI 
individuals than in able-bodied subjects, whereas E-wave values were similar in 
these groups. Given that Em was lower in SCI individuals than in able-bodied ones, it 
can be concluded that the higher E/Emratio in SCI individuals was mainly driven by 
the lower Em values in this group. The reasons for these results are not apparent in 
our analysis, but the findings of lower Em and higher E/Em ratio in SCI individuals 
suggest that both relaxation and LV filling pressuremay be influenced by chronic 
SCI.(21) Further, it is important to acknowledge that E/Em ratio is a more sensitive 
measure of LV filling pressure than E-wave alone and E/A ratio,(33) which might 
contribute to explain the lack of differences in E-wave and E/A ratio between the 
studied SCI and able-bodied individuals. 
Previous studies demonstrated that SCI individuals regularly performing 
physical activity have better LV diastolic function than sedentary SCI individuals. 
(6,7,34) In our analysis, no significant differences in markers of LV diastolic function 
were observed between SCI subgroups. However, the average values of Em and 
E/Em ratio presented here in for sedentary and physically active SCI subjects were 
similar to those reported in studies showing statistically significant differences in LV 
diastolic function between SCI subgroups. (6,7) Importantly, our sample size was 
smaller (8 sedentary and 14 physically active SCI individuals), as compared with 
those aforementioned studies that measured Em and E/Em ratio (19–29 sedentary 
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and 23–29 physically active SCI individuals), (6,7) suggesting that the lack of 
statistically significant differences in LV diastolic function in the current study were 
attributed to the small sample size. 
Some limitations of the present report should be acknowledged. First, we 
did not measure other catecholamines in body fluids and did not use alternative 
methods to evaluate dysautonomia, such as heart-rate variability. Therefore, it 
cannot be discarded that impairments in sympathetic system are related to other 
cardiac and vascular characteristics in SCI individuals. Second, as in any 
crosssectional study, the associations observed between noradrenaline and ANG1–7 
with diastolic function cannot be assumed to be causal. Third, our results cannot be 
extrapolated to women, given that only men were studied. Fourth, our analysis 
evaluating SCI individuals included two (sedentary and physically active) SCI 
subgroups, an approach that increased the statistical power of the analysis, but might 
have also potentially influenced our findings. It is worth mentioning that combining 
sedentary and physically active SCI subgroups into one sole group has been used as 
an approach to increase the statistical power of the analysis by previous studies 
investigating the factors associated with cardiovascular remodeling in SCI 
individuals.(7,35) Further, the association between plasma analytes and cardiac 
parameters persisted after adjusting for physical activity status in SCI individuals in 
the current study, suggesting that the reported associations were not driven by the 
inclusion of two distinct SCI subpopulations.  
In conclusion, the present study showed that SCI subjects with likely 
impairment of sympathetic outflow had higher ANG1–7 levels, but similar renin 
activity, ANGI, and ANGII levels, when compared to able-bodied subjects. In addition, 
better LV diastolic performance was related to higher ANG1–7, ANG1–7/ANGII ratio, 
and noradrenaline levels among SCI subjects. These results suggest that impaired 
sympathetic activity and reduced expression of ANG1–7 may be involved in SCI-
related LVDD. 
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5. DISCUSSÃO GERAL 
5.1.  MicroRNAS e Lesão Medular 
Nosso estudo identificou, pela primeira vez, um padrão de expressão de 
miRNAs circulantes em indivíduos com LM crônica. Além disto, nossos dados 
sugerem que variações na expressão de miRNAs nos indivíduos com LM 
comparados com sujeitos fisicamente saudáveis são atenuadas pela atividade física 
regular. Observamos que um conjunto de 32 miRNAs estava diferencialmente 
expresso em LM-S quando comparado com LM-A e grupo controle. Vários miRNAs 
se correlacionaram com marcadores de risco vascular (LDLox, EIM) em todos os 
indivíduos com LM estudados. Em particular, miR-125b-5p, miR-146a-5p, miR-328-
3p, miR-191-5p, miR103a-3p e miR30b-5p se associaram tanto com LDLox quanto 
EIM e mostraram expressões distintas entre os grupos LM-A e LM-S. De maneira 
geral, nós identificamos miRNAs potenciais que podem estar envolvidos na 
atenuação do risco e remodelamento vascular associado à atividade física, em 
indivíduos com LM. 
 Encontramos diferenças acentuadas na expressão sérica de miRNAs 
entre os grupos LM-S e controle. Até agora, dados abrangentes sobre o impacto da 
LM na expressão de miRNAs circulantes foram derivados unicamente de modelos 
de camundongos (78) e porcos (79) com LM. Dentre os miRNAs diferencialmente 
expressos entre LM-S e controle, nenhum correspondeu a qualquer miRNA que teve 
sua expressão alterada no modelo experimental de LM em camundongos (78), 
enquanto os miR-125b, miR-127-3p, miR-126-3p, miR-130b-3p, miR-130a-3p, miR-
142-3p, miR-221-3p, miR-26a-5p, miR-301a-3p, miR-30b-5p e miR-744-5p estavam 
diferencialmente expressos em porcos com LM (79). Estes achados sugerem que 
modelos experimentais em animais maiores possam fornecer dados relativos à 
expressão de miRNAs mais similares àqueles obtidos em seres humanos. Por outro 
lado, os estudos que investigaram a expressão de miRNA circulantes em humanos 
são muito escassos e se concentraram em miRNAs específicos. Dois estudos 
recentes mostraram diminuição de níveis circulantes de miR-137 e miR-185 em 
pacientes com LM aguda (80, 81). Nós não observamos variações na expressão de 
miR-137 e miR-185 entre os grupos controles e LM-S em nossas análises, sugerindo 
que padrões distintos de expressão circulantes de miRNA podem ocorrer após LM 
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aguda e crônica em humanos. Contudo mais estudos são necessários para 
confirmar essa hipótese. 
 Somente um miRNA (miR-25-3p) dos 26 diferentemente expressos 
entre os grupos LM-S e controle estava diferencialmente expresso entre os grupos 
LM-A e controle. Contudo, dos 25 miRNAs restantes, 22 estavam diferencialmente 
expressos entre os grupos LM-A e LM-S. Estes dados sugerem que a atividade 
física regular pode estar associada com atenuação e até mesmo reversão de 
alterações induzidas pela LM na expressão de miRNAs séricos. Embora o 
significado clínico e fisiopatológico desses achados ainda precise ser totalmente 
compreendido, nossos resultados estão de acordo com evidencias anteriores que 
mostraram que a atividade física está associada com atenuação de várias 
modificações fisiopatológicas induzidas pela LM crônica. Sujeitos com LM crônica 
podem desenvolver características cardiovasculares adversas, e piores 
características metabólicas e inflamatórias quando comparados com indivíduos 
fisicamente saudáveis (17,18,56,82,83), mas essas mudanças podem ser atenuadas 
pela prática de atividade física regular (23,57,82,84,85,86). Dado o importante papel 
dos miRNAs em diversos sistemas fisiológicos (87, 88, 89), pode-se formular a 
hipótese de que os efeitos benéficos da atividade física em indivíduos LM podem ser 
mediados por mudanças na expressão de miRNAs. Esta ideia tem sido apoiada por 
evidências anteriores obtidas em indivíduos fisicamente saudáveis, as quais 
sugerem que os miRNAs medeiam efeitos cardiovasculares, metabólicos e anti 
inflamatórios benéficos da atividade física sob diversos cenários clínicos (86,90,91). 
Além disso, nossos resultados de análise de enriquecimento de grupos de genes 
demonstraram que miRNAs que foram diferentemente expressos no grupo LM-S em 
relação aos grupos controle e LM-A podem regular várias vias envolvidas na 
remodelação vascular, bem como no desenvolvimento de alterações metabólicas e 
inflamatórias . 
 Sujeitos com LM crônica têm níveis aumentados de LDLox e maior 
EIM, enquanto a prática regular de atividade física está associada com atenuação 
dessas mudanças (28,23). No entanto os mediadores ou mecanismos subjacentes a 
essas associações não estão bem estabelecidos. No presente estudo, nós 
encontramos vários miRNAs, (miR-125b-5p, miR-146a-5p, miR-328-3p, miR-191-5p, 
miR-103a-3p e miR-30b-5p, miR-301a-3p, miR-766-3p, miR-28-5p, miR-146b-5p, 
miR-126-5p, miR-145-5p, miR-26a-5p, miR-26b-5p e miR-125a-5p), associados com 
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LDLox e ou EIM nos indivíduos com LM. Em particular, altos níveis de miR-125b-5p 
e baixos níveis de miR-146a-5p, miR-328-3p, miR191-5p, miR-103a-3p e miR-30b-
5p foram observados em LM-S comparados com LM-A e indivíduos fisicamente 
saudáveis, e foram significativamente relacionados com maiores níveis de LDLox e 
aumento de EIM em todos os indivíduos com LM estudados. A baixa expressão de 
miR-146a-5p, miR-328-3p, miR-191-5p, miR-103a-3p e miR-30b-5p e alta expressão 
do miR-125b foram previamente relacionados à aterosclerose e aumento do 
remodelamento vascular em modelos experimentais (92,93,94,95,96,97). Além 
disso, os resultados da nossa análise demonstraram que esses miRNAs podem 
regular vias moleculares envolvidas em vários aspectos da função e remodelamento 
vascular fortalecendo a hipótese de que eles podem desempenhar um papel no risco 
cardiovascular induzido por LM. Portanto, esses 6 miRNAs podem estar envolvidos 
no risco e remodelamento cardiovascular induzido por LM e podem ser considerados 
possíveis alvos terapêuticos ou biomarcadores associados a lesões 
cardiovasculares em indivíduos com LM. 
 Nós reconhecemos limitações do nosso estudo. Primeiro, o desenho 
transversal limita nossa capacidade de inferir uma relação causal entre atividade 
física, miRNAs e marcadores de risco cardiovascular em indivíduos com LM. 
Segundo, como este é um estudo exploratório, nós não fizemos ajustes para 
comparações múltiplas para evitar erro tipo II, e os resultados devem ser validados 
em uma coorte independente e maior. Em terceiro, desde que nós incluímos 
somente indivíduos do sexo masculino, os resultados podem não ser aplicáveis em 
indivíduos do sexo feminino com LM. 
  
5.2.  Lesão Medular, disfunção diastólica e sistema renina-angiotensina e 
simpático. 
Nós avaliamos as características cardiovasculares e a expressão 
plasmática dos componentes do SRA e da noradrenalina em uma amostra de 
homens com LM com provável comprometimento da função simpática. Nossas 
principais descobertas foram: 1) indivíduos com LM tiveram maior ANG 1-7 
juntamente com níveis mais baixos de noradrenalina e valores similares de atividade 
de renina, ANG I e ANG II quando comparados com indivíduos saudáveis e 2) 
maiores níveis de ANG 1-7 e da razão ANG 1-7/ANG II estavam relacionados a 
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maiores valores de Em, um marcador de melhor relaxamento do VE, (98) enquanto 
níveis mais elevados de noradrenalina estavam relacionados a menores valores de 
E/Em, um marcador de menor pressão de enchimento e melhor função diastólica do 
VE, (98) nos indivíduos com LM. Em conjunto, estes resultados sugerem que a 
redução do fluxo simpático e a expressão de ANG 1-7 podem estar envolvidas na 
disfunção diastólica do VE relacionada à LM. 
Embora a disfunção diastólica do VE tenha sido frequentemente relatada 
em indivíduos com LM, (20,56) as razões potenciais para tal associação não são 
totalmente compreendidas. A associação entre maior ANG 1-7 e melhor função 
diastólica do VE em indivíduos com LM está de acordo com dados relatados em 
indivíduos diabéticos, mostrando uma relação entre níveis mais baixos de ANG 1-7 e 
a disfunção diastólica do VE. (99). Além disso, nosso achado parece reproduzir 
dados experimentais sugerindo um efeito benéfico da ANG 1-7 na disfunção 
diastólica do VE relacionada à LM (100). ANG 1-7 é um peptídeo derivado da 
clivagem de ANG II por várias peptidases, incluindo a enzima conversora de 
angiotensina-2 (ECA 2), e tem sido descrito como capaz de neutralizar os efeitos 
cardiovasculares adversos da ANG II, como o remodelamento e a disfunção 
diastólica do VE, através da ativação do receptor Mas (69). A ideia de que 
mudanças na relação entre ANG 1-7 e ANG II possam exercer um efeito sobre o VE 
em indivíduos com LM é ainda apoiada por nossas observações de que Em se 
correlacionou mais fortemente com ANG 1-7/ANG II, do que apenas com ANG 1-7. 
Nas nossas análises, incluímos indivíduos com LM grave, acima de T6 e, 
portanto, provável redução da atividade simpática (10). A presença de 
comprometimento simpático em nossos indivíduos com LM teve ainda mais suporte 
nas observações de que estes indivíduos tinham níveis de noradrenalina plasmática 
marcadamente mais baixos do que indivíduos fisicamente saudáveis. Mais 
importante, observamos que níveis mais baixos de noradrenalina se associaram 
com maior relação E/Em, que é um marcador de maior pressão de enchimento do 
VE e de pior função diastólica do VE, nos indivíduos com LM. Até onde sabemos, 
esta é a primeira indicação de que a redução do fluxo simpático possa estar 
envolvida na disfunção diastólica relacionada à LM. Diversos mecanismos podem 
potencialmente explicar essa associação. As catecolaminas, como a noradrenalina, 
ativam a via de sinalização β- adrenérgica/proteína quinase A, que fosforila várias 
proteínas reguladoras, incluindo proteínas reguladoras de cálcio, metabólicas e 
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sarcoméricas, acelerando o relaxamento miocárdico (63). A atividade simpática 
anormalmente baixa em indivíduos com LM com lesão acima de T6 poderia, 
portanto, fornecer estímulo insuficiente para relaxamento adequado do VE. Pode-se 
também argumentar que a função diastólica prejudicada em indivíduos com LM foi 
influenciada pela redução do enchimento cardíaco atribuída à paralisia vasomotora 
crônica resultante da ativação adrenérgica prejudicada (101). Entretanto, essa 
suposição parece menos provável, porque os níveis de noradrenalina e relação 
E/Em não se correlacionaram com marcadores indiretos de estado volêmico, como 
índice cardíaco e diâmetro diastólico final do VE, em nossa amostra com LM. 
Indivíduos com LM rostral (mais alta) geralmente apresentam capacidade 
prejudicada de regular e manter a pressão arterial, o que se atribui ao 
comprometimento da atividade simpática (10). Consistente com essa idéia observou 
níveis de pressão arterial significativamente mais baixo em LM quando comparados 
a indivíduos fisicamente saudáveis e uma relação direta entre a pressão arterial e 
noradrenalina nos indivíduos com LM. Estudos anteriores sugeriram que em 
indivíduos com LM com níveis de pressão arterial criticamente baixo, a manutenção 
da pressão arterial pode ser mais dependente da ativação de sistemas reguladores 
hormonais vasoconstritores, incluindo o eixo SRA (10). Entretanto, em nossa 
amostra, os níveis médios de renina plasmática, ANG I e ANG II não diferiram entre 
indivíduos com LM e fisicamente saudáveis. Embora alguns estudos tenham 
relatado níveis elevados de renina e ANG II em indivíduos com LM em comparação 
com indivíduos fisicamente saudáveis, (64,65) nossos achados estão de acordo com 
dados relatados por outros grupos (102,103) e parecem sugerir que os valores de 
pressão arterial em nossa amostra ainda estavam em uma faixa considerada 
fisiológica. Em contraste, ANG 1-7, um peptídeo com efeitos vasodilatadores, (69) foi 
significativamente maior em indivíduos com LM em comparação com indivíduos 
fisicamente saudáveis. O mecanismo por trás desse achado não é aparente em 
nossos dados, mas resultados anteriores obtidos em modelos experimentais 
mostraram que o bloqueio do estímulo simpático ou a redução do fluxo simpático 
pode levar a uma regulação positiva do sistema ECA2/ANG 1-7, (104,105) 
levantando a hipótese de que o fluxo simpático anormalmente baixo em indivíduos 
com LM possa desempenhar um papel no aumento da expressão de ANG 1-7. 
Apesar de não ter sido observada correlação significativa entre os níveis de ANG 1‐7 
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e noradrenalina em nossa amostra de LM, o poder estatístico dessa análise não 
permite refutar essa hipótese. 
Em nosso estudo, os valores médios de índice de massa corpórea (IMC) 
foram maiores em indivíduos saudáveis (26,1 kg/m²) em comparação com indivíduos 
com LM (22,7 kg/m²). Embora o sobrepeso seja definido como valores de IMC ≥25 
kg/m² na população geral, limiares mais baixos (IMC ≥22 kg/m²) têm sido sugeridos 
em indivíduos com LM, (106) indicando que nossas amostras de indivíduos com LM 
e fisicamente saudáveis tiveram IMC na faixa de sobrepeso. Dados epidemiológicos 
têm demonstrado consistentemente que o excesso de peso é um determinante 
independente de pior função diastólica do VE na população geral. (107) Em nossa 
análise, o IMC não se correlacionou significativamente com os marcadores de 
função diastólica do VE entre indivíduos com LM. No entanto, dado que nosso 
protocolo não incluiu medidas alternativas de depósitos de gordura corporal e 
visceral (86, 108), não se pode descartar que o aumento da adiposidade possa ter 
influenciado os marcadores de função diastólica do VE em nossa amostra de LM. 
A análise atual mostrou que os valores E/Em foram maiores em indivíduos 
com LM do que em indivíduos fisicamente saudáveis, enquanto que os valores da 
onda E foram similares nesses grupos. Dado que Em foi menor em indivíduos com 
LM do que em indivíduos fisicamente saudáveis, pode-se concluir que a maior 
relação E/Em em indivíduos com LM foi impulsionada principalmente pelos menores 
valores de Em neste grupo. As razões para esses resultados não são aparentes em 
nossa análise, mas os achados de menor Em e maior razão E/Em em indivíduos 
com LM sugerem que tanto o relaxamento quanto a pressão de enchimento do VE 
podem ser influenciados pela LM crônica (98). Além disso, é importante reconhecer 
que a relação E/Em é uma medida mais sensível da pressão de enchimento do VE 
do que outras medidas alternativas de função diastólica, como a onda E e a relação 
E/A, (109), o que pode contribuir para explicar a falta de diferenças na onda E e na 
relação E/A entre os indivíduos com LM e fisicamente saudáveis. 
Estudos prévios demonstraram que indivíduos com LM que praticam 
atividade física regular, apresentam melhor função diastólica do VE do que 
indivíduos sedentários com LM (57,110,111). Em nossa análise, não foram 
observadas diferenças significativas nos marcadores da função diastólica do VE 
entre os subgrupos com LM. No entanto, os valores médios da razão Em e E/Em 
apresentados pelos indivíduos com LM sedentários e fisicamente ativos foram 
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semelhantes aos relatados em estudos que mostram diferenças estatisticamente 
significativas na função diastólica do VE entre estes subgrupos com LM (57,110). É 
importante ressaltar que o tamanho da nossa amostra foi menor (8 indivíduos 
sedentários e 14 indivíduos fisicamente ativos), em comparação com os estudos 
acima mencionados que mediram a razão Em e E/Em (19 a 29) indivíduos 
sedentários e 23 a 29 fisicamente ativos), (57,110) sugerindo que a ausência de 
diferenças estatirticamente significativas na função diastólica do VE entre os 
subgrupos com LM no presente estudo se deva ao pequeno tamanho da amostra. 
Algumas limitações do estudo devem ser reconhecidas. Primeiro não 
medimos outras catecolaminas em fluidos corporais e não usamos métodos 
alternativos para avaliar a disautonomia, como a variabilidade da frequência 
cardíaca. Portanto, não se pode descartar que as deficiências no sistema simpático 
estão relacionadas a outras características cardíacas em indivíduos com LM. 
Segundo, como em qualquer estudo transversal, as associações observadas entre 
noradrenalina e ANG1-7 com função diastólica não podem ser consideradas 
causais. Terceiro, nossos resultados não podem ser extrapolados para mulheres, 
dado que apenas homens foram estudados. Quarto, nossa análise avaliando 
indivíduos com LM incluiu dois subgrupos (sedentários e fisicamente ativos), uma 
abordagem que aumentou o poder estatístico da análise, mas também pode ter 
influenciado potencialmente nossos achados. Vale a pena mencionar que a 
combinação de subgrupos LM sedentários e fisicamente ativos em um único grupo 
tem sido usada como uma abordagem para aumentar o poder estatístico da análise 
em estudos anteriores que investigam os fatores associados ao remodelamento 
cardiovascular em indivíduos com LM (110,28). A associação entre os marcadores 
plasmáticos e os parâmetros cardíacos persistiu após o ajuste para o status de 
atividade física em indivíduos com LM no presente estudo, sugerindo que as 
associações relatadas não foram motivadas pela inclusão de duas subpopulações 
de LM distintas. 
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6. CONCLUSÃO 
Em conclusão, este estudo mostrou um padrão de expressão de miRNAs 
circulantes em indivíduos com LM crônica. Nossos achados sugerem que variações 
na expressão de miRNAs em indivíduos com LM comparados com o grupo 
fisicamente saudável são atenuadas pela pratica de atividade física. Além disso, 
identificamos miRNAs potenciais que podem estar envolvidos no aumento do risco 
cardiovascular induzido por LM e, portanto, podem ser candidatos potenciais para o 
desenvolvimento de biomarcadores ou alvos terapêuticos associados a lesão 
cardiovascular em indivíduos com LM. 
O presente estudo mostrou também que indivíduos com LM com provável 
comprometimento do fluxo simpático apresentaram maiores níveis de ANG 1-7, mas 
níveis similares de atividade de renina, ANG I e ANG II, quando comparados com 
indivíduos saudáveis. Além disso, o melhor desempenho diastólico do VE esteve 
relacionado a maiores níveis de ANG 1-7, ANG 1-7/ANG II e níveis de noradrenalina 
em indivíduos com LM. Esses resultados sugerem que a atividade simpática 
prejudicada e a redução da expressão de ANG 1-7 podem estar envolvidas na 
disfunção diastólica relacionada à LM. 
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